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Introduccion

La ciencia de la epidemiologia se origind y evolucioné en respuesta a las grandes
epidemias como el célera, la fiebre tifoidea, la viruela y la fiebre amarilla. Por definicion, la
epidemiologia es la ciencia que estudia la aparicion, determinantes, distribucion y control
de la salud y la enfermedad en una poblacién humana definida®.

La pandemia de VIH/SIDA, considerada como una de las mas destructivas en la
historia, ha sido estudiada desde sus inicios a partir de métodos epidemiolégicos. Dentro de
algunos de los metodos usados en el estudio de esta enfermedad se han utilizado las
secuencias genomicas de virus. De esta forma se ha podido establecer un enfoque
epidemioldgico diferente: el de la epidemiologia molecular. Este método ha permitido
establecer la distribucion geogréfica de las diferentes formas del virus y establecer el
transmisor de infeccion entre personas relacionadas, asi como entre poblaciones cercanas.

Los objetivos planteados para este estudio consisten en establecer la epidemiologia del
VIH/SIDA en México, las relaciones filogenéticas del virus circulante en nuestra poblacion
con virus circulantes en otros paises y la prevalencia de mutaciones primarias del virus en
la poblacién mexicana.

En el primer capitulo se da una breve revision de la virologia, el origen, la evolucion y
epidemiologia actual del VIH con el fin de establecer los parametros biologicos del virus,
su interaccion con el hospedero y la distribucion de la enfermedad en las diferentes
poblaciones.

El segundo capitulo es una revision bibliografica de la distribucion geogréafica actual de

las diferentes formas del VIH.



En el tercer capitulo se explica: el planteamiento y justificacion del problema, la
hipotesis, los objetivos del estudio, el disefio de estudio, los sujetos, la secuencia de las
pruebas de laboratorio y el tipo de analisis realizado.

En el cuarto capitulo se presentan los resultados, comenzando por la prevalencia de
mutaciones encontradas en la poblacion de estudio y seguido por el andlisis filogenético
con la comparacion de los diferentes paises.

Y finalmente, en el quinto capitulo se discuten los resultados, relaciondndolos con las
investigaciones previas en la poblacion mexicana y en diferentes poblaciones, asociandolo

a problemas sociales y clinicos de la actualidad.



1.Virologia

1.1 Estructuray genes

El VIH es miembro de la familia Retroviridae perteneciente al género Lentivirus®. Los
retrovirus presentan caracteristicas distintivas del grupo. Dichas caracteristicas son: a) un
genoma compuesto de ARN, b) una estructura viral organizada por tres genes poliprotéicos
Ilamados grupo antigeno especifico (gag), polimerasa (pol) y envoltura (env), ¢) un ciclo de
replicacion en donde se incorpora la insercion del genoma viral dentro del material genético
del hospedero mediante la transcripcion inversa, y d) la habilidad de alterar su genoma
mediante las mutaciones en respuesta a las diferentes presiones de seleccion. Los lentivirus
ademas de los genes estructurales de los retrovirus se caracterizan por presentar una
combinacién compleja de genes accesorios 0 genes no estructurales y de tener lagos
periodos de latencia clinica durante la infeccion.

El VIH es un virus envuelto, la particula es de forma icosahédrica de 110 nm de
diametro. Posee cerca de 72 espiculas en su superficie que constan de dos glicoproteinas
Ilamadas gp120 y gp41, derivadas de un solo precursor protéico (gpl60) codificado por el
gen env. La molécula gp4l es una glicoproteina transmembranal que interactia no-
covalentemente con la molécula gp120 formando asi una estructura oligomeérica de caracter
trimérico. La forma y la integridad de los viriones estd dada por los productos del gen gag.
La matriz esta compuesta por la proteina p17 de gag la cual esta sujeta a la cara interna de
la membrana lipidica. Una segunda proteina gag llamada p24 genera la forma conica
caracteristica de la cdpside. Dos proteinas mas de gag conocidas como p7 y p6 generan la
nucleocapside en donde se encuentra el genoma viral, el cual estd compuesto de dos

cadenas simples/positivas de ARN.



La nucleocapside contiene toda la informacion genética y bioquimica necesaria para la
replicacion. Esta informacion incluye dos copias idénticas de ARN gendémico, un ARN de
transferencia reclutado durante el proceso de liberacion del virion y tres enzimas llamadas

transcriptasa inversa (RT), integrasa (IN) y proteasa (PR) (Figura 1).

Figura L. Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH). (1) glicoproteinas
gp120y gp4l, (2) membrana lipidica. (3) matriz. (4) nucleocépside,
(5) material genético, dos cadenas de ARN positivas. (6) enzima RT.(7) enzima PR. (8) enzima IN.

El genoma ARN del VIH tiene una longitud aproximada de 9.2 kb y una
organizacion basica de las secuencias del acido nucleico que es caracteristica de todos los

retrovirus conocidos (Figura 2).
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Figura 2. Genoma del VIH



Las repeticiones terminales largas (LTR, por sus siglas en inglés) en los dos
extremos del genoma regulan la integracion del virus en el genoma del hospedero, la
expresion de los genes y la replicacion del virus. Las secuencias gag codifican proteinas
estructurales nucleares, mientras que env codifica las glicoproteinas gp120 y gp41 de la
envoltura, necesarias para la infeccion de las células. Las secuencias pol codifican la
transcriptasa inversa, la integrasa y la proteasa del virus, todas ellas esenciales para su
replicacion. Ademas de estos genes tipicos de los retrovirus, el VIH posee asimismo otros
seis genes reguladores: tat, rev, vif, nef, vpr y vpu, cuyos productos regulan la reproduccion

virica de varias formas. En el cuadro 1 se resumen las funciones de los genes®.

Cuadro 1. Funcion de los genes del VIH

Gen Funcion
LTR Integracion del ADN viral en el genoma de la celula; lugar de unién
de los factores de transcripcion.
gag Proteinas de matriz (MA, pl7), proteinas de cépside (CA, p24),
proteinas de nucleocapside (NC, p7) y p6
pol Codifica una gran variedad de enzimas incluyendo la proteasa (p10),
la transcriptasa inversa y la RNAsa H (p66/51) y la integrasa (p32).
env Proteinas de la cubierta virica (gp120 y gp41) que intervienen en la
unién con CD4, el receptor de quimiocina y la fusion de la
membrana.
vif Regula la capacidad de infeccién de las particulas viricas.
vpr Proteina viral R (pl15). Favorece la infeccion en macrofagos y la
importacién de ADN virico al nicleo, arresta el ciclo celular en G..
tat Activador transcripcional (pl4), necesario para el alargamiento de
los productos de transcripcion.
rev Regulador de la expresion de genes virales (p19), favorece la salida
del ARN virico no procesado o con procesamiento sencillo desde el
nlcleo.
vpu Proteina viral U, reduce la expresion de CD4 en la célula y potencia
la liberacion de virus a partir de las células.
nef Factor negativo (p24), reduce la expresion de CD4 en la célula y
potencia la liberacién del virus a partir de las células; reduce la
expresion del Complejo Mayor de Histocompatibilidad de clase | de
la célula.




1.2 Ciclo de replicacion

Al igual que otros virus, el VIH requiere infectar una célula para llevar a cabo su
ciclo de replicacion. EI mecanismo de entrada a la célula, en este caso un linfocito T,
comienza con el reconocimiento del receptor de membrana CD4+ por medio de la
glicoproteina gp120. Esta unién provoca un cambio conformacional en ambas membranas
exponiendo la glicoproteina gp41 del virién y el correceptor de quimiocina CCR5 o
CXCR4 de la célula.

Posteriormente, la glicoproteina gp120 reconoce al correceptor CCR5 0 CXCR4,
mientras que la glicoproteina gp4l se fusiona a la membrana provocando otro cambio

conformacional entre ambas membranas dando pie a la fusion de las mismas (Figura 3).
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Figura 3. Unién de receptores. Reconocimiento del receptor CD4+ por la glicoproteina gp120 y
posterior reconocimiento del correceptor CCR5 0 CXCR4 y la glicoproteina gp41

Una vez fusionadas las membranas, el core se rompe vaciando su contenido, las
enzimas y el genoma viral son liberados al citoplasma celular. La liberacion exitosa de las
enzimas da lugar al complejo de retro-transcripcion, lo que involucra el genoma viral de

ARN, el primer tARN"™, transcriptasa inversa (RT), integrasa (IN), matriz (MA), la



nucleocépside, la proteina viral R (\Vpr) y varias proteinas celulares. Este complejo se ancla
a los microfilamentos de actina para que se pueda llevar a cabo de forma eficiente la
sintesis del ADN viral. Muchas veces este complejo se desestabiliza por efecto de algunas
proteinas celulares; la proteina viral Vif ayuda a mantener la estabilidad del complejo. Una
vez completa la sintesis del ADN viral por medio de la RT se forma el complejo de
preintegracion que estd compuesto por: una doble cadena de CADN, IN, MA, Vpry RT.

Este complejo viaja al nacleo con ayuda de los microtibulos y se sitia cerca de un poro
nuclear. Una vez anclado al poro nuclear se lleva a cabo la importacion al interior del
nacleo. Ya dentro del nucleo, la adecuada integracion del ADN viral al ADN celular esta
mediada por la IN, la cual primero remueve nucleétidos de los extremos del ADN viral y
después cataliza su unién con el ADN celular. Al ADN viral integrado en el ADN celular

se le conoce como provirus®(Figura 4).
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Figura 4. Ciclo de replicacion del VIH



La transcripcion de los genes del ADN proviral estd regulado por las LTR de los
genes estructurales del virus. Las LTR contienen secuencias sefial de poliadenilacion, la
secuencia promotora TATA vy lugares de union para los diversos factores de transcripcion
de la célula, como NF-kB, SP1 y NFAT entre otros. El inicio de la transcripcion de los
genes del VIH en los linfocitos T estd relacionada con su activacion fisiologica por
antigenos o citocinas. Para que se expresen los genes del VIH se necesita la presencia de la
proteina Tat, que actla uniéndose a una secuencia corta de RNA al extremo 5’ del
transcrito de RNA conocido como TAR (por sus siglas en inglés, trans-acting response
element) aumentando asi, la produccion de transcritos completos de ARNm viral. La
sintesis de particulas viricas comienza una vez completada la transcripcion del ARN virico
y cuando los genes viricos se expresan en forma de las proteinas correspondientes. Los
ARNmM viricos que codifican las diversas proteinas del virus proceden de una sola
transcripcion completa del genoma la cual es sometida a varios procesos de corte y
empalme (“splicing”). La expresion de los genes del VIH puede dividirse en una fase
inicial, durante la cual se expresan los genes reguladores, y una fase avanzada, en la que se
expresan los genes estructurales y se empaquetan los genomas viricos completos. En la fase
inicial se generan las proteinas rev, tat y nef que son producto del multiprocesamiento del
ARNmM viral, los cuales son exportados desde el niucleo y se transcritos a proteinas en el
citoplasma inmediatamente después de la infeccion de la célula. En la fase avanzada se
generan los genes tardios env, gag, y pol, que codifican componentes estructurales del virus
y que se transcriben a partir de ARNm viral sin procesar. La proteina Rev inicia el cambio
de la expresion de los genes iniciales a los tardios, estimulando la exportacion del ARNm

sin procesar de éstos genes tardios hacia el exterior del nucleo.



El producto del gen pol es una proteina precursora que se divide de forma sucesiva
para formar las enzimas transcriptasa inversa, proteasa, ribonucleasa e integrasa. El gen gag
codifica una proteina de 55 kD que después es cortada por protedlisis en los polipéptidos
p24, pl7 y pl5, debido a la accion de la proteasa virica codificada por el gen pol. Estos
polipéptidos son las proteinas nucleares esenciales para el ensamblaje de las particulas
viricas infecciosas.

El producto primario del gen env es una glicoproteina de 160 kD (gp160), a la que
las proteasas celulares del reticulo endoplasmico dividen en las proteinas gp120 y gp41,
imprescindibles para la union del VIH a las células.

Una vez transcritos varios genes, las proteinas del virus se sintetizan en el
citoplasma. Comienza entonces el ensamblaje de las particulas viricas infecciosas mediante
el empaquetamiento del ARN completamente transcrito del genoma provirico en el interior
de un complejo nucleoprotéico formado por las proteinas nucleares gag y las enzimas
codificadas por pol necesarias para el siguiente ciclo de integracién. Este complejo
nucleoprotéico se rodea de membrana y es liberado de la célula mediante gemacion a partir
de la membrana plasmatica (Figura 5). Una vez que la particula viral ha sido liberada al
espacio extracelular la nueva particula virica comienza su maduracion en donde la enzima
proteasa acaba de cortar las cadenas de proteina del VIH en proteinas individuales que se

combinan para formar una nuevo virus funcional e infeccioso”.
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1.3 Origen y Evolucion

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) es el agente causal del Sindrome
de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). La epidemia de VIH/SIDA ha continuado su
dispersion a lo largo del mundo desde su descubrimiento en 1981. Ahora, dos décadas
después, 40 millones de personas viven con VIH/SIDA y cerca de 5 millones de personas
adquirieron la enfermedad en el 2005°.

Para el mejor entendimiento de la pandemia se han desarrollado nuevas lineas de
investigacion y se han usado otras ya existentes. Dentro de estas Gltimas la evolucion, el
origen y el desarrollo siempre han sido de gran ayuda para el manejo adecuado del
patdgeno, asi como para una mejor perspectiva de su posible futuro. El origen del VIH y su
transmision al ser humano ha sido una de las preguntas mas dificiles de contestar. Ahora
con base en los nuevos andlisis de reconstruccion filogenética se sabe que el virus causante
de esta pandemia tuvo su origen a partir del Virus de la Inmunodeficiencia del Simio (VIS),

mediante transmisiones zoonaticas hacia el humano.



Actualmente se sabe que existen dos tipos de VIH: el VIH-1y el VIH-2. El VIH-1y
el VIH-2 son filogenéticamente diferentes entre si, cada uno es resultado de una
transmision zoonotica diferente; el VIH-1 a partir del SIVVcpz de los chimpancés (Pan
troglodytes troglodytes y Pan troglodytes schweinfurthii) ubicados en la zona ecuatorial del
oeste y centro de Africa®’ y el VIH-2 a partir del SIVsm de los sooty mangabey
(Cercocebus atys) localizados en la zona oeste de Africa®. Debido a la evolucién que han
presentado ambos tipos de VIH, éstos a su vez han divergido y han dado origen a diferentes
subtipos, para esto se cree que existieron al menos de dos a tres saltos zoonoticos separados
del chimpancé al humano para permitir la dispersién de los grupos M, N 'y O del VIH-1°.
Mientras que se necesitaron aproximadamente siete linajes de virus del sooty mangabey
para dar origen a los subtipos A - G del VIH-2.

Existen diversos factores involucrados en la rapida evolucion del VIH. Dentro de
los mas significativos se encuentran: a) la alta tasa de errores de la enzima transcriptasa
inversa en la que comete un error por cada 1,000 a 10,000 bases incorporadas en la
transcripcion de ARN a ADN en las primeras etapas del ciclo de replicacién viral*, b) la
alta tasa de replicacion del VIH; aproximadamente se producen de 10° virus cada dia'? ; c)
la recombinacién (ver més adelante) del virus dentro de las células infectadas, ya que juega
un papel importante en la variabilidad de éste siendo una de las formas mas comunes por
las que el virus puede adquirir genes que le confieran resistencia 0 mutaciones favorables®
; 'y d) la presion de seleccion a la que esta sometido el virus, ejercida de forma artificial por
los farmacos antirretrovirales (ART) o natural por la respuesta inmune del hospedero.

A grandes rasgos la recombinacion es el proceso mediante el cual la informacion
genética se redistribuye. En los retrovirus, la recombinacion ha sido una estrategia para

intercambiar informacidn genética entre dos moléculas de RNA heterogéneo.



Este proceso se lleva a cabo durante la transcripcion inversa del RNA. Los
retrovirus comiunmente empaquetan dos moléculas idénticas, o casi identicas, de RNA. Las
consecuencias genéticas de usar una sola molécula de RNA versus porciones de las dos
moléculas como templetes para la sintesis de DNA es usualmente lo mismo. Sin embargo,
bajo ciertas condiciones, dos moléculas de RNA genéticamente diferentes pueden ser
empaguetadas en un mismo virion y porciones de cada molécula pueden ser usadas para la
sintesis de DNA produciendo de esta forma un recombinante. La recombinacion ocurre con
una alta frecuencia en aquellos viriones producidos en una célula co-infectada por dos tipos
diferentes de virus, demostrando que la recombinacién requiere del empaquetamiento de
dos genomas virales en la misma particula viral.

La pandemia de VIH/SIDA es provocada principalmente por el VIH-1, mientras
que el VIH-2 esta restringido a algunas regiones del este y centro de Africa. Dentro del
VIH-1, el grupo M es el causante del 90% de las infecciones a nivel mundial. Este grupo
esta representado por 27 formas genéticas, distribuidas como: 11 subtipos y sub-subtipos
(A1, A2, B, C, D, F1, F2, G, H, Jy K), 16 formas recombinantes circulantes (CRFs) y
formas Gnicas recombinantes (URFs)***°. Para realizar la clasificacion de las diferentes
formas del virus se han usado las diferencias en las secuencias nucleotidicas de algunos
genes, cabe mencionar que las formas recombinantes son virus cuyo genoma esta
compuesto por mas de dos subtipos y se clasifican basandose en la secuenciacion completa
del genoma viral y que se presenten en al menos 3 pacientes sin relaciones
epidemioldgicas. Por otro lado las formas Unicas recombinantes son aquellos virus igual
que los recombinantes pero su estructura gendmica solo se presenta en pacientes con

relaciones epidemioldgicas.



El gen de envoltura (env), ha sido el més utilizado para establecer estas diferencias,
mostrando una diferencia del 30-50% entre el grupo M y O mientras que la variacion
intersubtipo es del 20-30% e intrasubtipo del 10-15%°. En contraste, la variacién en el gen
proteasa (pol) es de dos a tres veces menos variable mostrando una diferencia de 6-10%
intersubtipo y de 3-6% intrasubtipo ’. En el resto de los genes virales las variaciones son
aun menores debido a la alta conservacion en sus secuencias por motivos funcionales ya
que mutaciones en estos sitios pueden disminuir la viabilidad del virus. El estudio de la
variacion en el gen pol ha resultado de gran importancia ya que ha permitido establecer
filogenéticamente y geograficamente la distribucién de los diferentes subtipos del VIH-1*.
Asimismo, las terapias antivirales actuales se centran en las enzimas codificadas por este
gen permitiendo de esta forma estudiar la prevalencia de mutaciones de resistencia primaria
(inicial) y secundaria a los antirretrovirales y la transmision de los virus resistentes en
diferentes poblaciones™®%,

El estudio de las fuentes de variacion genética y la evolucion del VIH a nivel global
es necesario, no solo para conocer su origen y entender la epidemiologia del VIH-1, sino
también para entender y tal vez predecir el surgimiento de nuevos subtipos, formas
recombinantes circulantes e intra-subtipos con diferentes caracteristicas de transmisibilidad
y virulencia. Estos estudios tienen un gran valor en el desarrollo de posibles vacunas

permitiendo seleccionar antigenos relevantes para virus circulantes en diferentes

poblaciones.



2. ANTECEDENTES

Los estudios de epidemiologia molecular se basan en: establecer la prevalencia de
formas genéticas en una region, los flujos de transmision entre personas relacionadas asi
como entre poblaciones cercanas y la distribucion geografica de los diferentes subtipos o
formas recombinantes. Para esto existen diversos métodos que permiten entender la
heterogeneidad del VIH. El método de referencia es la secuenciacién y el analisis
filogenético, aunque existen métodos méas accesibles y econdémicos como el ensayo de
movilidad de heteroduplex y los fragmentos polimérficos de restriccion 22,

Con base en estos estudios se sabe que en la actualidad el VIH-1 es el
responsable de la mayoria de las infecciones a nivel mundial. Los genotipos encontrados
con mayor frecuencia en la poblacion mundial son: el subtipo C (47%), A (27.2%), B
(12.3%), D (5.3%) y CRF01_AE (3.2%)%. Cerca del 70% de las infecciones mundiales por
VIH-1 se encuentran en Africa sub-sahariana. Africa central es la Gnica region en donde se
han identificado todos los grupos del VIH-1y todos los subtipos del grupo M.

Esta diversidad es consistente con la hipdtesis de que Africa central es el epicentro y
origen de la pandemia actual de VIH. La distribucion mundial de las diferentes formas
genéticas del VIH es la siguiente:

Africa

En Africa el subtipo A se encuentra predominantemente distribuido en el centro y
oeste. Este subtipo es responsable del 80% de las infecciones en el oeste y del 30% en el
centro. En las ciudades de Africa central se encuentran prevalencias del subtipo A del 69%
en Bwamanda, 53% en Kinshasa y 46% en Mbuji-Maya. En esta misma region, los
subtipos C, D, G y H presentan una prevalencia del 7 al 9%, mientras que los subtipos F, J,

K y CRFO1_AE presentan un 2 a 4%%*,



El subtipo C también es predominante en este continente y es el responsable del
60% de las infecciones mundiales, se cree que la distribucion de este subtipo comenzé en el
sur de Africa siendo Botswana, Zimbabwe, Malawi, Zambia, Tanzania y Namibia los
paises con mayor prevalencia de este subtipo®?°. El subtipo D es responsable del 5 al 40%
de las infecciones en paises del este y centro en donde co-circula con el subtipo A. En
paises como Burkina Faso, Mali, Nigeria, Costa de Marfil y Gabdn, los subtipos A, E, G,
H, J y K son predominantes?’. Una secuencia mosaico compleja en donde se alternan el
subtipo A y G reconocido como CRF02_AG tuvo su origen en Ibadan, Nigeria, esta forma
recombinante se ha distribuido a varios paises del oeste y centro en donde representa un 50
a 70% de las formas recombinantes circulantes®”%°. Otras formas recombinantes presentes
son CRF11 cpx, CRF10 _CD y varias formas unicas recombinantes como AD, AC,
02D0%*, Con lo que respecta al VIH-2, su distribucién es mas limitada, el grupo A se

encuentra en los paises del oeste®*

. El grupo B y H estan limitados en Costa de Marfil,
mientras que los grupos E y F estan limitados a Sierra Leona, y los grupos C y D estan en

Liberia. (Figura 6)
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Europa

En Europa el subtipo B es la principal forma genética que conforma el 60%
de la epidemia, mientras que el subtipo A el 11%, el subtipo C el 5% y otros subtipos
conforman el 11%**%. Entre los usuarios de drogas intravenosas (UDI) circula la forma
CRF03_AB principalmente en Stalingrado, Ucrania y Bielorusia, paises en los que los
subtipos A 'y B co-circulan. En Portugal el subtipo B es predominante en un 50.2% seguido
del subtipo G (21.7%), A (17.5%) y F (5.5%), mientras que los subtipos C, D, Hy J se
encuentran en un 5.1%. El subtipo F se encuentra en el este de Europa principalmente en
Rumania®. El subtipo I se identificé por primera vez en Chipre y Grecia y se ha dispersado
por todo el mediterraneo®”. En Francia e Italia, a pesar de la migracién africana, mantiene
una prevalencia minima de subtipos no-B como son el subtipo A, C, D, F, G, H, I, Jy K
estando éstos entre un 4 y 7% en la poblacion*®*®. En el Reino Unido los inmigrantes han
sido responsables de la dispersion de una gran cantidad de formas recombinantes tales
como: CRF01_AE, CRF14_BG, CRF05_DF, CRF06_cpx, CRF11 cpx y CRF02_AG asi
como diferentes formas Unicas recombinantes (URF)*. El grupo B del VIH-2 se ha
identificado en Portugal, Espafia y Francia, esta dispersion se debe principalmente a

inmigrantes africanos y a la proximidad de ambas poblaciones*®*.(Figura 7)
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Asia

El subtipo C es predominante en India. En la region se ha observado una
prevalencia del 78.4%, de los cuales el 60% corresponde a una variante conocida como
C3*. Se han detectado, en menor proporcién, el subtipo A, B y una variante recombinante
AC*. Asimismo se ha detectado el subtipo A del VIH-2, igual al encontrado en Africa sin
mostrar divergencia alguna®. En el sureste de Asia predomina el recombinante CRFO1_AE
y una variante del subtipo B, reconocida como B’ de Tailandia, esta variante usualmente
predomina entre los usuarios de drogas intravenosas (UDI) y se ha dispersado
principalmente entre este grupo de riesgo*”*°. Existen dos recombinantes estrechamente
relacionados, CRF07_BC y CRF08_BC, que se estan dispersando entre los usuarios de
drogas intravenosas en el noroeste (Provincia de Xinjiang) y sureste (Provincia de Guangxi)
de China, respectivamente® 2, La distribucién del VIH-1 en Japén es: subtipo B (74%),
CRFO1_AE (20%), C(3.6%), A(2.0%), F(1.0%), D (0.5%)%. En Birmania se han
encontrado formas Unicas recombinantes como son B’01 y B’C, ademas del subtipo B y el
recombinante CRFO1_AE™. El subtipo B tiene una menor predominancia en la mayor parte
de Asia encontrandose en las Filipinas, Peninsula Malaya, China y Japon. El subtipo H se
ha encontrado en el centro de Asiay junto con el subtipo G, encontrado en Taiwéan y Corea,

son los menos predominantes®*%, (Figura 8)
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Américay el Caribe

Al igual que en Europa, el subtipo B del VIH-1 es predominante en esta region del
mundo, variando desde un 98% hasta un 48% en los diferentes paises®. Aunque el subtipo
B muestre un claro efecto fundador (poca variabilidad genética en una poblacién debido a
que su origen se dio con pocos individuos) en esta parte del mundo, los subtipos C, F, D y
A también se han identificado aunque su prevalencia es menor. En Estados Unidos se han
encontrado formas recombinantes tales como CRF01_AE, CRF02_AG, CRF09 cpx, AEy
BE en ciertos grupos de la poblacién®®°. En Canada se han identificado el grupo O, y los
subtipos A (Aly A2), C, Dy Gy el recombinante CRFO1_AE®"®8, En México, por un solo
estudio de epidemiologia molecular, se ha identificado exclusivamente al subtipo B>. Los
paises de Centroamérica han sido poco estudiados, sin embargo se sabe que en Honduras
predomina el subtipo B®. En Sudamérica, al igual que en el resto del continente, la
epidemia es causada por el subtipo B, aunque se han identificado otros subtipos. En Brasil,
los subtipos C y F han alcanzado una prevalencia del 8%, mientras que se han presentado
de forma aislada los recombinantes BF, BF1 y BC®®, En Argentina se han encontrado los
recombinantes CRF12_BF debido a la co-circulacion de ambos subtipos, al parecer la
prevalencia de este recombinante es mayor entre los usuarios de drogas intravenosas®*. En
Chile se muestra una mayor prevalencia del subtipo F, aunque el subtipo B sigue siendo
mas frecuente®. En Ecuador, Per(, Bolivia, Venezuela, Colombia y Uruguay se presenta el
mismo patrén que en los paises antes mencionados, el recombinante CRF12 BF y los
subtipos B, F y C co-circulan en esta zona dando pie al aumento de éstas formas genéticas
pero sin rebasar el predominio del subtipo B en todas®® .
En los paises del caribe el subtipo B es igualmente el dominante y a pesar de los

pocos estudios realizados en esta zona se han encontrado algunos casos de subtipos C y D.



En Antigua y Trinidad y Tobago se han encontrado recombinantes BD*. En Cuba
recientemente se ha encontrado un nuevo recombinante ADG clasificado como
CRF19_cpx’. Resulta dificil conocer la epidemiologia molecular del VIH-1 en América
Latina y el Caribe debido al alto costo de los estudios, de ahi que se tenga un conocimiento

precario la distribucion genética del VIH en esta zona. (Figura 9)
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Oceania

En Australia, pais poblado principalmente por inmigrantes, predomina el
subtipo B. La poblacién de vietnamitas usuarios de drogas intravenosas infectados por el
virus presentan un 50% de infeccion por el recombinante CRFO1_AE™, mismo
recombinante que predomina en el sureste de Asia. Otros subtipos, formas recombinantes y
Unicas recombinantes encontrados en Australia aunque con menor frecuencia son el C, A,
BC, CRF06_cpx, CRF02_AG, CRF03_AB, 01B, BG, A1D, A1BC y BCG™. En Nueva
Zelanda solo circulan los subtipos B y C, y hasta el momento no se han encontrado formas
recombinantes’. En las islas Fiji solo se encuentra el subtipo A, pero al igual que en los

paises de América Latina y el Caribe los estudios son escasos en esta regién>. (Figura 10)
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2.1 Tratamiento Antirretroviral
Los farmacos antirretrovirales acttan principalmente en el ciclo de replicacion del
virus. Se dividen en tres familias de acuerdo a la enzima en la que actGan y son: Inhibidores
de Proteasa (PI), Inhibidores de la Transcriptasa Reversa analogos de nucledsidos (NRTI) e
Inhibidores de la Transcriptasa Reversa no analogos de nucledsidos (NNRTI).

El uso del tratamiento antirretroviral se comenz6 a usar en Estados Unidos entre los
afios de 1995 y 1996, mientras que en Mexico el uso de eéstos comenzo entre los afios de
1997 y 1998. Durante ésta época, el tratamiento antirretroviral era usado exclusivamente en
las instituciones de seguridad social, y no fue sino hasta el afio 2000 en que todas las
personas infectadas por el virus tuvieron acceso a los farmacos (Datos no publicados). En
los primeros afios del uso del tratamiento antirretroviral, las instituciones de seguridad
social emplearon los regimenes de forma semejante a Estados Unidos y Europa y las
combinaciones usadas en ese entonces eran: 2 analogos de nucleosidos (generalmente AZT
0 DAT + 3TC) y 1 inhibidor de proteasa (Indinavir o Nelfinavir o Ritonavir o Saquinavir).
En algunos centros la combinacion méas usada fue: 2 andlogos de nucleésidos (AZT o DAT
+ 3TC) mas 1 inhibidor de la transcriptasa reversa no analogo de nucledsidos (Efavirenz)
en el 85% de los casos, mientras que en el 15% restante se usaba un inhibidor de proteasa
en lugar del inhibidor de la transcriptasa reversa no analogo de nucleésidos. Sin embargo,
en muchas regiones de la Republica se utilizaban Unicamente 2 anélogos de nucledsidos.
Actualmente el régimen de primera intencién consta de 2 inhibidores de la transcriptasa
reversa analogo de nucledsidos mas un inhibidor de la transcriptasa reversa no analogo de

nucledsidos .
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2.2 Mutaciones de Resistencia a FArmacos
Las mutaciones de resistencia a farmacos se presentan en todos los patdgenos
atacados clinicamente por medicamentos. En el VIH-1 la aparicion de mutaciones de
resistencia se da principalmente por la presion de seleccién causada por éstos. Cabe
mencionar que existen otros factores involucrados en la aparicion de mutacion como son: a)
la alta produccion de viriones, b) los errores de la enzima transcriptasa reversa durante el
proceso de replicacion y ¢) la presion de seleccion por el sistema inmune del hospedero.

Las mutaciones de resistencia a farmacos se han clasificado en dos tipos: las
mutaciones de resistencia primaria y mutaciones de resistencia secundaria. Las mutaciones
de resistencia primaria son aquellas adquiridas durante la infeccién y que por si solas
confieren resistencia a alguno de los farmacos. Las mutaciones de resistencia secundaria
son aquellas adquiridas durante el tratamiento antirretroviral, en donde se presenta una
acumulacion de mutaciones en el genoma y que como consecuencia se da la resistencia.
Dentro de esta clasificacion se han realizado diversas sub-clasificaciones para tratar de
explicar todas las mutaciones adquiridas por el virus durante el ciclo de la enfermedad.
Con motivo de un mejor entendimiento para este estudio se hablard de mutaciones de
resistencia primaria a aquellas mutaciones que por si solas presenten resistencia a algun
farmaco y en donde el paciente no haya tenido un tratamiento antirretroviral previo. Por
otro lado, se mencionaran como: a) mutaciones menores a aquellas mutaciones que no le
confieran resistencia a farmacos pero que son diferentes a la cepa silvestre, y b) mutaciones
mayores a aquellas que han sido reportadas como mutaciones que confieran resistencia baja

o0 intermedia a farmacos.
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Actualmente se ha reportado un incremento de entre 14% al 7% en las mutaciones de
resistencia primaria en paises desarrollados como son el Reino Unido, Italia, Francia y
Estados Unidos. Desafortunadamente en México no se conoce con exactitud la prevalencia
de estas mutaciones en la poblacion, se ha documentado que la frecuencia de mutaciones de

resistencia primaria es del 1% al 6% en la poblacién’,
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3. METODO

3.1 JUSTIFICACION

Cada dia es de mayor importancia conocer la divergencia genética del VIH, asi
como su distribucion geografica. La entrada de nuevos subtipos o formas recombinantes a
las poblaciones es cada vez mayor, por lo que el monitoreo constante es necesario para
determinar la presencia de las nuevas formas en cada region.. Aunado a esto, las estrategias
de una posible vacuna se han enfocado en utilizar virus regionales como inmundgenos
debido a la gran divergencia del virus en las diferentes poblaciones, por lo que es necesario
conocer la secuencia consenso de los virus predominantes de cada region geografica.

En México los datos disponibles de la epidemia de VIH/SIDA son incompletos, no
representativos y no actualizados. Debido a esto, no hay datos suficientes que nos indiquen
el origen de la epidemia y las variaciones genéticas del virus en las diferentes regiones del
pais. Un estudio epidemioldgico molecular bueno nos permitira entender mejor la epidemia
en nuestro pais, no solo en el sentido de encontrar qué subtipos pueden estar circulando en
nuestra poblacién, sino en el aspecto de encontrar patrones de transmision que permitan
tomar acciones que ayuden en el control de la enfermedad.

Por otro lado, la prevalencia de mutaciones de resistencia primaria se ha
incrementado en diversas poblaciones debido al uso de los farmacos antirretrovirales. En
nuestro pais no hay estudios que muestren de forma confiable la prevalencia de estas
mutaciones en la poblacion.

Por este motivo, es importante conocer cual es la prevalencia de este tipo de mutaciones en
nuestro pais permitiéndonos de esta forma establecer mejores decisiones terapéuticas y

politicas de manejo de la epidemia.



3.2 HIPOTESIS

En México, se encontrard como predominante el subtipo B del VIH-1 en los
diferentes estados de la Republica, debido a la alta prevalencia de este subtipo en el
Continente Americano.

En la poblacion mexicana la prevalencia de mutaciones de resistencia primaria sera
menor que la encontrada en otros paises, debido al uso relativamente reciente de los

farmacos antirretrovirales.

3.3 OBJETIVOS
3.3.1 OBJETIVO GENERAL
El objetivo de este estudio fue conocer la epidemiologia molecular del VIH/SIDA
en México, mediante la secuenciacion de regiones del genoma del virus. Estableciendo las
relaciones filogenéticas del virus en diferentes regiones del pais asi como con virus de

diferentes regiones geograficas.

3.3.2 OBJETIVOS PARTICULARES
Determinar el subtipo de VIH-1 predominante en la poblacion mexicana mediante la
secuenciacion del gen pol del virus.
Establecer las relaciones filogenéticas del virus en diferentes regiones del pais asi
como con virus de diferentes regiones geograficas.
Establecer la prevalencia de mutaciones de resistencia primaria a farmacos en la

poblacién mexicana y compararlas con la prevalencia de éstas en otras poblaciones.



3.4 METODOLOGIA
3.4.1 POBLACION DE ESTUDIO
El disefio del estudio es transversal. Los criterios de inclusion para el reclutamiento
de pacientes al estudio fueron: a) que tuvieran infeccion por VIH, y b) que no hubieran
estado expuestos previamente al tratamiento antirretroviral.

Para reclutar a los pacientes se invitd a médicos de diferentes estados de la
Republica, pertenecientes a la red de prestadores de servicio de VIH/SIDA, para evaluar las

condiciones clinicas de cada paciente candidato al estudio.

El reclutamiento de pacientes se llevo a cabo entre los meses de febrero del 2005 a
marzo del 2006. Se reclutaron a 105 pacientes de 4 regiones del pais, pertenecientes a
diversos centros de salud de los Servicios Estatales de Salud (SESA) (Cuadro 2). Cabe
mencionar que el tamafio de muestra para este estudio comprende 105 pacientes de 829
planteados para el estudio completo. Con motivos de obtener una muestra mas
representativa para un estudio de epidemiologia molecular del VIH-1 en México, el tamafio
de muestra para el estudio completo se obtuvo considerando el porcentaje de personas
infectadas al afio por entidad federativa.

A cada paciente se le dio a leer y firmar una carta de consentimiento informado para
participar de forma voluntaria en el estudio. Se recolectaron los datos sociodemograficos de
cada paciente mediante el uso de un cuestionario (Ver Anexo). De cada paciente
seleccionado se obtuvo un muestra de 22 mL de sangre por venopuncién utilizando el

equipo Vacutainer y EDTA como anticoagulante.



3.4.2 ENVIO Y ALMACENAMIENTO DE MUESTRAS

El envio de muestras se llevo a cabo siguiendo los estdndares nacionales e
internacionales para el manejo de muestras biologico-infecciosas™. Las muestras
sanguineas fueron tomadas en tubos de plastico (contenedor primario) debidamente
rotulados (clave y nombre del paciente) y sellados con papel parafilm para evitar derrames.
El juego de tubos de cada paciente se envolvido con material absorbente y “papel burbuja”
dentro de un contenedor resistente (contenedor secundario). El contenedor secundario se
protegiod con una red de unicel dentro del contenedor externo para evitar dafios fisicos o
ambientales y permitir su manejo seguro. Se utiliz el servicid de mensajeria con sistema
de entrega de paqueteria en 24 hrs.

Las muestras para conteo de subpoblaciones de linfocitos se procesaron
inmediatamente. Para los procedimientos de carga viral y genotipo se separ6 el plasma por
centrifugacién a 2500 rpm por 20 minutos y se almacend en tubos de pléstico de 1 mL

debidamente rotulados a -80° C, hasta su procesamiento.

3.4.3 GENOTIPIFICACION

El procedimiento de laboratorio empleado en este estudio se llevo a cabo utilizando
el estuche comercial ViroSeq'™ HIV-1 Genotyping System (Celera Diagnostics) para la
extraccion de RNA wviral a partir de muestras de palsma, trasncripcion inversa,
amplificacion y la posterior secuenciacion del gen pol del VIH. El procedimiento se divide

en: i) extraccion de ARN viral, i) amplificacion del gen pol y iii) secuenciacion.



i. Extraccion de ARN viral

ViroSeq™ HIV-1 Genotyping System, esté disefiado para el aislamiento de RNA
viral del VIH-1 a partir de 1 mL de plasma humano en EDTA. La muestra de plasma debe
centrifugarse a 17,000 rpm durante 60 minutos a 4°C para concentrar las particulas virales
de VIH-1 en un “pellet”. Después de remover el sobrenadante, las particulas virales son
lisadas para liberar el RNA viral usando el buffer de lisis viral el cual contiene como
elementos principales detergentes como Tween 80 y SDS. El RNA viral es precipitado con
isopropanol, centrifugado y posteriormente lavado con etanol al 70%. Finalmente, el RNA

viral se debe dejar secar y resuspender en diluyente de RNA.

ii. Amplificacién

El proceso de amplificacion mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR:
Polimerase Chain Reaction)”” usado en este estudio consiste en dos tipos de amplificacion.
La primera consiste en llevar a cabo la transcripcion inversa mediante una RT-PCR, es
decir convertir el ARN wviral en cADN. La segunda consiste en amplificar

exponencialmente la muestra de cADN.
1. Transcripcion inversa

Se amplifican una region de 1.3 Kb del gen pol del VIH-1, que incluye el gen
completo de la proteasa y aproximadamente dos terceras partes del gen de la transcriptasa
reversa. Después de la extraccion de las muestras, se transfieren 10 pL del RNA
resuspendido a un tubo MicroAmp® de 0.2 mL y se calienta a 65°C para relajar la

estructura secundaria del RNA.



Posteriormente, se le agregan 10 pL de la mezcla de reaccion, la cual contiene la reversa
transcriptasa de Virus de la Leucemia Murina (MuLV), un primer sencillo, ditiotreitol
(DDT), inhibidor de RNasa y deoxinucleotidos trifosfatados (dNTPs). La reaccién se
coloca en el termociclador de Applied Biosystems (GeneAmp" PCR system 9700) y se deja
incubar por una hora a 42° C, para generar hebras sencillas de DNA complementario
(cADN).

La hebra sencilla de RNA del VIH-1 presente en la muestra es convertida a una
doble hebra hibrida de RNA-cDNA durante este proceso. Las muestras son calentadas
nuevamente a 99°C durante 5 minutos para inactivar la accion de la enzima transcriptasa

inversa. Finalmente, las muestras son enfriadas a 4°C (Fig. 10).

Inactivacion de la enzima
transcriptasa inversa
Relaja estructura : 99°

secundaria deRNA
65°
30 seg

Desnaturalizacion
y elongacion del
DNA

. 42°
60 min
. 40
o

Figura 10. Condiciones de tiempo y temperatura para la reaccion de transcripcion inversa en PCR

(RT-PCR)

2. PCR de las muestras

Seguido de la transcripcion reversa del RNA blanco, se agregan 30 puL a la muestra de
la mezcla de reaccién conteniendo AmpliTaq Gold® DNA polimerasa, iniciador sentido y
antisentido, dNTPs y AmpErase® uracil-N-glicosilasa (UNG). Las muestras son colocadas

en el termociclador (9700) y se deja correr dentro de un protocolo especifico de variaciones

en las condiciones de temperatura por 4.5 horas.



El primer paso en la reaccion de PCR consiste en un ciclo sencillo a 50°C por 10
minutos. En este paso, la enzima UNG controla la contaminacién destruyendo cualquier
especie de DNA conteniendo deoxiuridina. La mezcla de PCR de ViroSeq contiene
deoxiuridina trifosfatada (dUTP), la cual es incorporada al DNA amplificado durante el
proceso de PCR. Cualquier resto de amplificacion anterior conteniendo deoxiuridina es
seleccionado y destruido por la UNG, mientras que la muestra de cDNA, que no contiene
deoxiuridina, permanece intacta.

Después del control de contaminacidon, la muestra es calentada a 93°C por 12
minutos para inactivar la AmpErase® UNG, activar la AmpliTaq® DNA polimerasa y
desnaturalizar el hibrido de RNA-cDNA. Posteriormente, se llevan a cabo 3 pasos que se
repiten en 40 ciclos. Estos pasos son 93°C durante 20 segundos para desnaturalizar el
DNA, 64°C durante 45 segundos para alinear los primers y 66°C durante 3 minutos para
extender el primer y crear una doble hebra de DNA. Durante este proceso, un fragmento de
1.8 Kb del gen pol del VIH-1 es amplificado. Las moléculas de DNA amplificado, también
llamados amplicones, son calentados a 72°C durante 10 minutos para permitir la extension
final, seguido de un descenso de temperatura a 4°C para preservar la muestra hasta el

siguiente proceso (Figura 11).



Inactivacion de la enzima UNG y
Desnaturalizacion del DNA
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Figura 11. Condiciones de tiempo y temperatura para la reaccion de PCR

iii. Secuenciacion

La secuenciacion se realizo mediante la técnica de Sanger modificada. Brevemente
la secuenciacion automatizada fluorescente, se basa en la incorporacion de marcadores
fluorescentes durante la extension de DNA usando didesoxinucleétidos trifosfato (ddNTP)
como terminadores. Con la marcacion de terminadores, cada uno de los cuatro ddNTPs
presenta una fluorescencia especifica. La cadena en crecimiento es terminada y marcada
simultineamente cuando un ddNTP es adicionado. Los fragmentos generados son
separados por tamafio mediante una electroforesis. Este proceso crea una secuencia de
DNA lider de tal forma que cada producto de extension es una base mas grande que el
anterior. Los fluorocromos son excitados mediante un laser y el sistema Optico en el
secuenciador capta la fluorescencia emitida por cada terminador asignando una base a cada
uno dependiendo de la longitud de onda de emision. La fluorescencia de los terminadores

es la siguiente: A = verde, C = azul, G = amarillay T = roja.



El proceso del ciclo de secuenciacion consta de 5 pasos:

a. Purificacion del producto de PCR

b. Cuantificacion del producto de PCR

c. Reaccion de Secuenciacion

d. Purificacion del producto de la reaccion de secuenciacion

e. Secuenciacion Automatizada
a. Purificacion del producto PCR

Después de la PCR, los productos obtenidos son purificados para remover cualquier

primer o dANTP no incorporado. Para esto se utilizan membranas de ultrafiltracion las
cuales permiten el paso de los dNTPs y primers evitando el paso del fragmento de DNA
Para lograr esto, se coloca una columna dentro de los tubos de 1.5 mL para cada producto,
se le agregan 300uL de agua bi-destilada junto con los 25uLl del producto de PCR
obtenido, se centrifuga a 3,000 rpm durante 15 minutos. Se le agregan 35ulL de agua bi-
destilada se invierte la columna en un tubo de 1.5 mL limpio y se vuelve a centrifugar a
3,00 rpm durante 5 minutos para obtener aproximadamente entre 30 — 40uL de producto

de PCR purificado.

b. Cuantificacion del producto de PCR

Los productos de PCR se cuantifican por comparacion con un patrén de concentracion
conocida por corrimiento electroforético en gel de agarosa. Se toman 5 pL del producto de
PCR purificado y se le agrega un volumen igual de buffer de carga para gel de agarosa, el
buffer de carga es una mezcla de glicerol y un colorante para permitir la difusion del

producto obtenido en el gel.



Las muestras se colocan en un gel de agarosa al 1% conteniendo bromuro de etidio
(1ul de bromuro de etidio por cada 100 mL de gel). Dos cargas de marcador de peso
molecular, de concentracion conocida deben también correrse en el gel. El gel se coloca en
la cadmara de electroforesis con suficiente buffer TBE (Tris-Borato-EDTA) para permitir
una difusién constante y pareja en el gel. Se deja correr aproximadamente por 1 hr.
Posteriormente el gel se expone a luz ultravioleta (UV) para poder comparar las bandas
obtenidas con las bandas del marcador de peso molecular.

A partir de esta comparacion, se puede asignar una concentracion de manera semi-
cuantitativa al DNA obtenido (Fig. 12). El producto de PCR restante es diluido de forma
Optima para las concentraciones necesarias para la reaccion del ciclo de secuenciacion.

G G G 66 GG G G G G G G
CN CB 3547 570 577 580 581 582 583 584 585 586 587 588 589

R T 0 T A 2 T A0 A A 2 2

100 ng 50 ng
60 ng 30ng
40 ng 20 ng
20 ng 10 ng
10 ng 5ng

Figura 12. Cuantificaciéon del producto de PCR. Gel de agarosa al 1%, las bandas claras
representan el producto de PCR, la intensidad de éstas se compara con las bandas de las orillas para
determinar la cantidad de ADN obtenido en el proceso.

c. Reaccion de Secuenciacion
El estuche empleado usa siete primers (cuatro sentido y tres antisentido) para
secuenciar la region completa del gen proteasa (del codon 1 al 99) y dos terceras partes del

gen TR (del codon 1 al 335) (Fig. 12).
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La quimica de BigDye" usada en el sistema ViroSeq permite una resolucion de
aproximadamente 600 bases en el modelo 3100-Avant Genetic Analyzers. Por lo tanto, se
necesita de multiples primers para poder completar el fragmento de 1.3 Kb de DNA. Con
este arreglo de primers se asegura que la mayor parte del fragmento a analizar esté cubierto
con por lo menos dos secuencias.

Se mezclan 6 pL de cada uno de los 7 primers de secuencia de ViroSeq, los cuales
ademas contienen los demads reactivos necesarios para la PCR, con 4 uL de muestra diluida
y purificada.

La mezcla de reaccion se incuba en un termociclador durante aproximadamente 2.5 horas.
Existen tres pasos repetidos para 25 ciclos lo cuales son: 96°C por 10 minutos para
desnaturalizar el DNA, 50°C por 5 segundos para alinear los primers y 60°C por 4 minutos
para extender los primers. Al finalizar, las muestras deben ser colocadas a 4°C hasta el

proximo proceso (Fig. 13).
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| PROTEASA | TRANSCRITASA INVERSA |
| Codon 1-99 | Codén 1-335 |

ProbucTO DE PCR DE 1.3 KB

7 primers de secuenciacion

Figura 12. Arreglo de los primers antisentido y sentido para la secuenciacion del gen pol.

Desnaturalizacion’
DNA

96° i

10 seg Extension

60°
Alineacién

50°
5 seg

Figura 13. Condiciones de tiempo y temperatura para la reaccion de secuenciacion.
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d. Purificacion del producto de la reaccién de secuenciacion.

Es necesario remover los terminadores BigDye" no incorporados de las muestras para
evitar interferencia en la secuenciacion y analisis. Se pueden realizar dos diferentes
métodos para purificar los productos de PCR de las reacciones de secuencia:

= Precipitacion por isopropanol

= Precipitacion por acetato de sodio/etanol

La precipitacion por ambos métodos consiste en agregar isopropanol o acetato de
sodio al producto de PCR, dejar incubar a temperatura ambiente durante 20 minutos y
después centrifugar a 12,000 rpm durante 20 minutos Se elimina el sobrenadante y se
agrega etanol al 70%, se centrifuga a maxima velocidad y se elimina todo el etanol
dejandolo secar por completo. El pellet se resuspende con formamida para poder ser leido
en el secuenciador. La formamida evita la formacion de estructuras secundarias y permite la
separacion de los fragmentos estrictamente por su tamafio.

e. Secuenciacién Automatizada

La secuenciacion se realizd6 en el 3100-Avant Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) de acuerdo a las instrucciones incluidos en el manual de operacion.

Las secuencias obtenidas se analizaron en el ViroSeq HIV-1 Genotyping System
Software, el cual toma los datos de secuencia de los siete primers de cada muestra y
combina la informacion dentro de un solo proyecto. Durante el ensamblaje de las
secuencias, una secuencia consenso es creada cubriendo el gen de la proteasa por completo

y hasta el codon 335 del gen de la transcriptasa reversa.
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Esta secuencia consenso es comparada con la secuencia HXB-2, secuencia de
referencia del subtipo B, para marcar los puntos de variabilidad. Manualmente se confirman

o modifican los puntos variables para asegurar lineas basales correctas (Fig. 14).

: View E dit: Projects:Completed: ENYADIE

e s R s
S—— 2
2

267 268 269 270 2¥1 Z¥2 273 T4 2¥S 0 ZTe 27T

- Rieference Tranglation
- Conzensus Translation
TGGGCAAGTCAGATTTACCCAGGGATTAAAGTAAGGC - Reference Sequence
TGGGCAAGTCAGATTTAY@AG GRATT AARGTA Ar GC» - Consensus Sequence

Seg. ENVADZE__H.ab1

AN A B

\ \ Seg. ENWAOZE__C.abi1

4 3

N 0 Close Wiew Edit
Nowel wariant, Misture

Figura 14. Secuenciador 3100-Avant Genetic Analyzer y Electroferograma.

3.4.4 Analisis Estadistico
Los datos de las variables sociodemograficas y biologicas de los pacientes se
analizaron con estadisticas univariadas (medidas de tendencia central y de dispersion). En
el caso de los cuadros de frecuencia generados para medir la relacion entre las frecuencias
de mutaciones de resistencia a farmacos en las diferentes poblaciones, asi como la relacion
entre las etapas de la enfermedad y carga viral con las mutaciones a las diferentes familias

de farmacos, se emple6 el estadistico X* (Chi cuadrada).
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En los casos en que se generaba una tabla de 2x2 se usé la prueba exacta Fisehr. Todo el

procedimiento de andlisis estadistico se realizo con el paquete STATA version 8.

3.4.5 Tipificacion del VIH-1
La tipificacion del VIH-1 empleada en este estudio fue mediante el programa de

tipificacion HIVdb de la Universidad de Stanford (http://hivdb.stanford.edu), asi como

mediante el andlisis filogenético con secuencias de referencia.

3.4.6 ANALISIS FILOGENETICO

Para el analisis filogenético se utilizaron secuencias de referencia, asi como secuencias
aisladas en diferentes regiones geograficas. Las secuencias de referencia consideradas
como consenso para los subtipos de VIH-1 se obtuvieron de la base de datos de VIH de Los
Alamos National Laboratory (http://hiv-web.lanl.gov). Las secuencias de diferentes
regiones geograficas se obtuvieron del Genbank siendo seleccionadas todas aquellas en
donde el gen pol estuviera presente, las secuencias fueron: Argentina (AY037268,
AY037269, AY563170), Brasil (AF005495, AY037282, AY727522), Ecuador (AY 173959,
AY173960), Colombia (AY561236, AY561237), Cuba (AY588971, AY900576), Estados
Unidos (AY268493, AY314048), Uruguay (AF385934), Chile (AY536235), Holanda

(AY423381), Espafia (AF450097), Reino Unido (AJ271445), y Grecia (AY046058).

3.4.6.1 CLUSTALX
Se us6 el programa CLUSTALX version 1.817° para realizar las alineaciones de las
secuencias obtenidas con las secuencias de referencia y las secuencias de diferentes

regiones geograficas.
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Este método permite alinear multiples secuencias de tal forma que facilita el
reconocimiento de regiones similares. De igual forma este programa permite el posterior

analisis de las secuencias en los diferentes programas filogenéticos.

3.4.6.2 NEIGHBOR-JOINING Y BOOTSTRAPPING
Se realizaron los dendogramas y el boostrap (100 replicas) mediante el método de
Neighbor-Joining (PAUP 4.0b10) ”’. Las distancias filogenéticas entre las secuencias se
calcularon usando el modelo GRT+I+G.

El método de Neighbor-Joining es un método de distancia y se basa en el principio de
minima evolucién. Este método emplea una serie de célculos especificos para estimar un
arbol. Los célculos involucran la manipulacion de una matriz de distancia generada en una
alineacion multiple. A partir de ésta matriz base, el método primero calcula una red de
divergencia del taxon (organismo o secuencia) con respecto al resto de los taxa (plural de
taxon). Esta red se calcula como la suma individual de distancias del taxon. Posteriormente,
utiliza la red de divergencia para calcular una matriz de distancia corregida. De esta forma,
el método es capaz de encontrar el par de taxa con la menor distancia corregida y calcular
la distancia de cada uno de esos taxa al nodo que los une (las distancias que existen desde
los dos taxa al nodo no necesita ser idéntica).

Una nueva matriz es creada en donde el nuevo nodo es sustituido por los taxa
encontrados. Este proceso se repite con todas los taxa que se desean agrupar.

A pesar de tener una cierta nocion de la topologia del arbol (el orden en que las
diferentes secuencias divergen), no se tiene la nocion de que tan confiable es la agrupacion.

Para obtener la confiabilidad de un arbol se emplea el método de bootstrapping.
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Este método utiliza una submuestra de la matriz de distancia obtenida en la multiple
alineacion y crea diversos arboles basados en esa submuestra. Este proceso se repite
multiples veces (generalmente se usan 1,000 réplicas aunque 100 son consideradas como lo
minimo) y el resultado se recopila para permitir un estimado de la confiabilidad del

agrupamiento.

3.4.6.3 TREEVIEW
Los diagramas de los arboles reconstruidos se trazaron en el programa TreeView
version 1.6. Este programa permite exclusivamente dibujar los arboles filogenéticos a partir
de los archivos obtenidos en los programas filogenéticos. De igual forma es posible

modificar la apariencia del arbol de acuerdo a las necesidades y gusto de cada persona.

3.4.6.4 Tree Puzzle

Para evaluar la cantidad de informacion filogenética en las secuencias se utilizo el
método de mapeo de verosimilitud (likelihood mapping) mediante el programa Tree-Puzzle
version 5.2 '®. Este método permite evaluar si la alineacién de las secuencias contiene
informacion suficiente para llevar a cabo un analisis filogenético. En resumen, para un
grupo de 4 secuencias, existen 3 arboles posibles. Para cada uno de estos arboles se puede
calcular el valor de verosimilitud (L1, L2 y L3), que es la probabilidad de observar este
arbol bajo un modelo de evolucion. Las probabilidades se estandarizan obteniendo los
valores de pl, p2 y p3, los cuales se trazan en un triangulo equilatero. Cada esquina
representa una topologia del arbol. Si la interseccion obtenida de los valores p queda en el
area 1, 2 o 3, una de las tres topologias esta claramente sostenida que las otras, en este caso

el arbol esta resuelto. Si la interseccion es en las areas 4, 5 o 6, es un arbol menos resuelto.
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Pero si la interseccion es en el area 7, los datos no contienen informacion suficiente que

permita el andlisis filogenético(Fig. 15).

A B
A B
L1 1
L2
C D
1=L1/(L1+L2+L3 D C
P ( ) 6 7 4 p2=L2/(L1+L2+L3)
D D
3 b 5 2
A C
L3 pl+p2+p3=1
p3>pl>p2
B D

p3=L3/(L1+L2+L3)

Figura 15. Mapeo de verosimilitud. Valores de verosimilitud para un grupo de 4 secuencias.

Si se realiza éste mismo analisis, no con 4 secuencias sino con todas las 4 posibles
combinaciones de un grupo de secuencias, se obtiene un tridngulo similar al de la figura 16
en donde cada punto corresponde a un grupo de 4 secuencias. El porcentaje de puntos es
entonces calculado. Se admite, desde el punto de vista biologico, que si el area central

contiene mas del 20% de los puntos, los datos no permiten la inferencia filogenética.

Figura 16. Mapeo de Verosimilitud. Porcentaje de puntos
calculado por las 4 posibles combinaciones de un grupo de
secuencias.
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4. RESULTADOS
4.1 POBLACION DE ESTUDIO
De los 105 pacientes reclutados, 77 (73%) fueron del sexo masculino y 28 (27%)
del sexo femenino, el intervalo de edad fue de 17 a 60 afios con un promedio de 33.81 afos.
La distribucion de los pacientes por entidad federativa fue de: 37% (n=39)
provenientes del estado de Puebla, 29% (n=30) del estado de México, 18% (n=19) de
Oaxaca, el 15% (n=16) del Distrito Federal, y el 1% (n=1) de Hidalgo. Los datos

sociodemograficos de los pacientes se resumen en el cuadro 2.

Cuadro 2. Datos sociodemograficos

Variables Frecuencia %
Sociodemograficas
Sexo
Masculino 77 73.33
Femenino 28 26.66
Total 105 100
Edad
<20 2 1.90
20-29 37 35.23
30-39 40 38.09
40-49 21 20.0
50 + 5 4.76
Total 105 100
Escolaridad
Analfabeta 8 7.61
Primaria 26 24.76
Secundaria 27 25.71
Preparatoria 12 11.42
Técnico 6 5.71
Licenciatura 21 20.0
Posgrado 5 4.76

Total 105 100




Residencia Habitual

Distrito Federal 16 15.23
Estado de México 30 28.57
Oaxaca 19 18.1
Puebla 39 37.14
Hidalgo 1 0.95
Total 105 100

Seguridad Social

IMSS 20 19.04
ISSSTE 2 1.90
SSA 83 79.04
Total 105 100
Estado Civil
Soltero 65 61.90
Casado 14 13.33
Viudo 6 5.71
Divorciado 2 1.90
Unién Libre 18 17.14
Total 105 100

Los datos obtenidos de los marcadores clinicos muestran que el intervalo de carga
viral va de un nivel indetectable (<50 copias/ml) a 1,130,000 copias/ml con un promedio de
266,038 copias/ml y una mediana de 238,574.8 copias/ml. Mientras que el intervalo de
conteo de CD4" va de 1 célula/ml a 1,800 células/ml con un promedio de 267.02 células/ml

y una mediana de 231.28 células/ml.

Ambos marcadores muestran una diferencia estadisticamente significativa (p=<0.001),
confirmando que a mayor carga viral menor cantidad de CD4" y por lo tanto un posible

avance en la enfermedad.



Las etapas de la enfermedad se clasificaron de acuerdo al conteo de CD4" en: a)
etapa temprana (CD4" > 499 células/ml); b) etapa intermedia (CD4" entre 200-499
células/ml), y c) etapa tardia (CD4" <200 células/ml). La distribucion de la poblacion de
estudio en etapas de la enfermedad muestra que 10% de los pacientes se encontraban en la

etapa temprana, 39% en la etapa intermedia y 51% en la etapa tardia (Cuadro3).

Cuadro 3. Etapa de la enfermedad segun conteo de CD4+.

ETAPADE LA FRECUENCIA  PORCENTAJE
ENFERMEDAD* (%)
Temprana (>499cel./ml) 10 10%
Intermedia (200-499 cel./ml) 41 39%
Tardia (<200cel./ml) 53 51%
Total 104 100

* A un paciente no se le pudo realizar conteo de CD4+ por fragilidad capilar

4.2 MUTACIONES DE RESISTENCIA A FARMACOS
En la poblacion de estudio, muy pocos pacientes (n=5) se encontraban libres de
mutaciones, mientras que cerca del 50% presentaron de 2 a 3 mutaciones para cualquier

familia de farmaco. Ver cuadro 4.

Cuadro 4. Numero global de mutaciones de resistencia

a farmacos

NUmero de mutaciones  Frecuencia %
Ninguna 5 4.76
Una 15 14.28
Dos 22 20.95
Tres 31 29.52
Cuatro 17 16.19
Cinco 12 11.42
Seis 2 1.90
Siete 1 0.95

Total 105 100.0




Los datos genotipicos muestran las diferentes mutaciones presentes en el genoma
viral para cada uno de los pacientes. Dichas mutaciones se dividen de acuerdo con la
familia de farmacos utilizados durante el tratamiento antirretroviral frente a los que
confieren resistencia. Las familias de farmacos se dividen en: a) inhibidores de proteasa
(PD); b) inhibidores de la transcriptasa reversa analogos de nucledsidos (NRTI), y c)
inhibidores de la transcriptasa reversa no anélogos de nucledsidos (NNRTI).

De todos los pacientes que presentaron mutaciones, el 95% lo hicieron a los
inhibidores de proteasa (P1), el 25% a los inhibidores de la transcriptasa reversa andlogos
de nucleodsidos (NRTI), y el 16% a los inhibidores de la transcriptasa reversa no-analogos

de nucledsidos (NNRTI). Ver cuadro 5.

Cuadro 5. Porcentaje de mutaciones por familia de farmaco.

Mutaciones Frecuencia %
Pl 100 95.23
NRTI 26 24.76
NNRTI 17 16.19
Ninguna 5 4.76
Total 105 100

*El porcentaje marcado es con base en el total de pacientes y

no en el total de mutaciones encontradas en la poblacion de estudio,
ya que hay pacientes que presentan mutaciones para cualquier
familia de farmaco de forma conjunta.

Dentro de las mutaciones para inhibidores de proteasa (Pl), 20% de los pacientes
presentaron una mutacion, mientras que el 50% de los pacientes presentaron de dos a tres

mutaciones y cerca del 23% presentaron de cuatro a cinco mutaciones. Ver cuadro 6.



Cuadro 6. Numero de mutaciones por paciente para inhibidores
de proteasa encontradas en la poblacién de estudio.

NuUmero de Frecuencia Porcentaje
mutaciones
Ninguna 5 4.76
1 21 20.00
2 28 26.67
3 25 23.81
4 12 11.43
5 12 11.43
6 2 1.90
Total 105 100.00

La mutacion encontrada con mayor frecuencia fue la L63P que se presentd en el

86% (90/105) de la poblacion, seguida de la mutacion 193L que se presentd en el 53%

(56/105). Ambas mutaciones son mutaciones menores. La mutacion L33F, mutacion mayor

que confiere resistencia intermedia "° se present6 en 3/105 pacientes. Ver cuadro 7.

Cuadro7. Mutaciones encontradas en la poblacion de estudio para
los Inhibidores de Proteasa (PI)

Pl Frecuencia de %
mutaciones

Liol/v 6 5.7
K20M/R 3 2.8
V32A 1 0.9
L33F 3 2.8
M361 16 15.2
I154F 1 0.9
L63A/H/L/IM/PIQISITIV 90 85.7
A7T1VIT 24 22.8
V771 48 45.71
193L 56 53.3

Para la familia de los inhibidores de la transcriptasa reversa analogos de

nucleosidos, el 4% de los pacientes presentaron 2 mutaciones conjuntas, mientras que el

21% presentaron una sola mutacién (Cuadro 8).



Cuadro 8. Nimero de mutaciones por paciente para los
Inhibidores de la Transcriptasa Reversa Analogos de Nucle6sidos.

Numero de mutaciones Frecuencia Porcentaje

Ninguna 79 75.24
1 22 20.95
2 4 3.81
Total 105 100.00

La mutacién G333E/D, mutacion mayor que favorece la resistencia a AZT, se

presentd en un 11% (12/105) de la poblacién, seguida de la V118I, mutacion mayor que

confiere resistencia intermedia, presente en 5 de los pacientes. Ver cuadro 9.

Cuadro 9. Frecuencia de mutaciones para analogos de nucledsidos
de RT encontradas en la poblacién.

NRTI Frecuencia %
M41R/L 2 1.9
E44D/K 2 1.9
T6IN/S 3 2.8
D67N 1 0.9
V75L 1 0.9
Y115C/DI/GIY 1 0.9
V118l 5 4.7
G333E/D 12 11.4
L210F/L/S 4 3.8

Para la familia de los inhibidores de la transcriptasa reversa no-analogos de

nucleosidos, el 13% de los pacientes presentaron una sola mutacion y el 3% de los

pacientes presentaron dos mutaciones (Cuadro 10).

Cuadro 10. Nimero de mutaciones por paciente para los Inhibidores

de la Transcriptasa Reversa No-Analogos de Nucleoésidos.
NuUmero de mutaciones | Frecuencia | Porcentaje

Ninguna 88 83.81
1 14 13.33
2 3 2.86

Total 105 100.00




Las mutaciones mayores K103N/R y V179D/E/F se presentaron con igual
frecuencia, encontrandose en 8/105 de los pacientes. La mutacion G190A, mutacion
primaria, se encontrd en un solo paciente (0.9%). Ver cuadro 11.

Cuadro 11. Frecuencia de mutaciones de resistencia para

inhibidores de la transcriptasa reversa no-anélogos de
nucleésidos encontrados en la poblacion de estudio.

NNRTI Frecuencia %
A9BT 1 0.9
K103N/R 8 7.6
V108l 2 1.9
V179D/E/F 8 7.6
G190A 1 0.9

4.3 COMPARACION DE FRECUENCIAS ENTRE POBLACIONES

Al hacer la comparacion estadistica entre las frecuencias de mutaciones primarias
encontradas en la poblacion del Reino Unido, la poblacion de Estados Unidos y la
poblacion de estudio, se encontrd que dentro de las mutaciones para los inhibidores de
proteasa 154F, A71V, A71T, V771 e 193L se presentan en mayor frecuencia en la poblacion
de estudio que en las otras dos poblaciones. Por otro lado, las mutaciones M41L, K103N y
G190A se encuentran en menor frecuencia en la poblacion de estudio que en las dos

poblaciones. Ver cuadro 12



Cuadro 12.

Comparacion de Frecuencias de Mutaciones entre las poblaciones del Reino Unido y Estados Unidos con México.

PI México UK E.U. \
N tot=105 N tot=335 N tot PI=2787 p por Exacta de Fisher

Mutacion Prevalencia | N con la Mut Prevalencia | N con la Mut Prevalencia |NconlaMut | Mexvs. UK | Mex vs. USA
L10I 4.76% 5 3.25% 11 8.70% 242
L1ov 0.95% 1 2.60% 72
K20M 1.90% 2 1.63% 5 0.30% 8
K20R 0.95% 1 1.90% 53
V32A 0.95% 1 .
L33F 2.86% 3 0.30% 8 0.0066
M361 15.24% 16 5.81% 19 14.00% 390 0.0077
154F 0.95% 1 . 0.0001
L63P 85.71% 90 6.27% 21 |. .
A71V 9.52% 10 2.44% 8 2.60% 72 0.0047 0.001
A71T 13.33% 14 1.63% 5 5.40% 150 0.001 0.001
V771 45.71% 48 4.18% 14 27.00% 752 0.0001
193L 53.33% 56 25.00% 697 0.0001

NRTI N tot NRTI=839
M41R 0.95% 1 0.10% 1
M41L 0.95% 1 8.25% 28 0.60% 5 0.0097
E44D 0.95% 1 1.16% 4 0.30% 3
E44K 0.95% 1
T69IN 0.95% 1 2.90% 10 0.70% 6
T69S 1.90% 2 0.60% 5
D67N 0.95% 1 4.07% 14 0.00% 0
V75L 0.95% 1 0.30% 3
Y115C/DI/G 0.95% 1 .
V118l 4.76% 5 3.37% 11 2.80% 23
G333E 10.48% 11 2.09% 7.
G333D 0.95% 1 .
L210S 0.95% 1 0.20% 2
L210F 2.86% 3 0.80% 7

NNRTI N tot NNRTI=2084
K103R 6.67% 7 2.70% 56 0.0343
K103N 0.95% 1 6.39% 21 0.60% 13 0.0363
V108l 1.90% 2 1.16% 4 0.60% 13
V179F 0.95% 1 .
V179E 1.90% 2 0.20% 4 0.0311
V179D 5.71% 6 0.70% 15 0.0004
G190A 0.95% 1 2.90% 10 20.00% 417 0.0001




4.4 TIPIFICACION DEL VIH-1
Se encontro que el subtipo circulante en la poblacién mexicana es el B. El algoritmo
empleado por el programa de tipificacion HIVVdb de la Universidad de Stanford muestra
que las secuencias de la poblacién mexicana tienen una semejanza entre 91% a 97% con la
secuencia de referencia HXB2 del subtipo B del VIH-1. Este resultado se comprobd con el
analisis filogenético (ver mas adelante) en donde se muestra un agrupamiento de las
secuencias obtenidas con la secuencia de referencia del consenso B.
Por otro lado la distribucion de frecuencias de subtipos en la presente muestra es
significativamente diferente de la distribucién en la base multinacional de Stanford,

mostrando un valor de X? (chi cuadrada) de 72.812 con una p<0.0001.

4.5 ANALISIS FILOGENETICO

Se realizd el andlisis filogenético con las secuencias de referencia, las secuencias de
las diferentes regiones geograficas y las secuencias obtenidas de los aislados mexicanos. Se
realizaron dos arboles filogenéticos mediante el método de Neighbor-Joining.

En el primer arbol (figura 17), se muestra la topologia del arbol en donde de color
rojo se representan todas las secuencias pertenecientes a los aislados mexicanos. Se puede
observar en este arbol que las secuencias mexicanas se agrupan en un cluster junto con la
secuencia consenso B, una secuencia del Reino Unido, secuencias de Sudamérica y
secuencias de Estados Unidos. Todas éstas secuencias tienen en comun el pertenecer al
subtipo B, comprobando de esta forma que el subtipo circulante en México es el B. Para
comprobar que tan confiable es el arbol obtenido se realiz6 un segundo arbol con los
valores de bootstrap (100 réplicas). Dichos valores se muestran en la figura 18

localizandolos en los nodos de las ramas.



A pesar que la cantidad de réplicas empleadas para el bootstrap son consideradas
como minimas, los valores obtenidos son bajos mostrando que el arbol filogenético
obtenido no tiene confiabilidad. Cabe mencionar que existen algunas ramas de los aislados
mexicanos con valores altos de bootstrap (Fig. 18-a) lo que significa que esas ramas en
particular son confiables, sin embargo el valor obtenido del nodo por el cual se desprenden
esas ramas (Fig. 18-b) presenta un valor bajo. Debido a que los valores de bootstrap en el
arbol son bajos, se decidio realizar un mapeo de verosimilitud (likelihood mapping) para
determinar la cantidad de informacion filogenética presente en las secuencias. En el mapa
de verosimilitud se encontrd que en el area 7 del tridangulo (centro) se presenta un 32.4% de
los puntos o grupos de secuencias, estableciendo que la alineacion obtenida de las
secuencias de los aislados mexicanos contiene poca informacion filogenética (Figura 19).
Este resultado explica el porqué de los valores bajos de bootstrap e impide realizar un

analisis filogenético confiable.
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Fig. 19. Mapeo de verosimilitud. El area central contiene 32.4% de los puntos por lo que los datos

no son suficientes para hacer inferencias filogenéticas.



5. DISCUSION

El objetivo principal de este estudio fue determinar la epidemiologia molecular del VIH
en la Republica Mexicana, determinando la forma genética del virus que circula de manera
predominante en la poblacion. A partir del andlisis de la estructura genética del gen pol
realizado con el programa de tipificacion HIVdb de la Universidad de Stanford

(http://hivdb.stanford.edu), asi como mediante el anélisis filogenético con secuencias de

referencia, se pudo corroborar que el subtipo B del VIH-1 es el que continta circulando de
manera dominante en Mexico. A pesar de las limitaciones de la muestra de casos de VIH
seleccionados y del uso del gen pol para el andlisis, se podria afirmar que la epidemia en
México esta causada por un solo subtipo, ya que de encontrarse otro subtipo o forma
recombinante en la poblacion habria sido posible encontrarlo con el andlisis elegido. Asi
mismo, aun cuando el resultado de este estudio es consistente con lo previamente
encontrado por Rivera-Morales, habria que tomar ciertas precauciones a la hora de
interpretar el resultado porque una de las limitaciones del estudio es la falta de
representatividad de los casos de VIH que se estan detectando en la region norte del pais,
asi como en areas de alta prevalencia de la enfermedad como es el Estado de Veracruz.
Muchas veces se ha dicho que la epidemia de VIH/SIDA en México es una
continuacion de la epidemia de Estados Unidos por la cercania geogréfica y por el
constante flujo migratorio entre ambas poblaciones. Esta afirmacion tiene una base
bioldgica comin: tanto en Estados Unidos como en México las infecciones del VIH-1 estan
dominadas por el subtipo B. Sin embargo, es necesario hacer notar que recientemente en
Estados Unidos se han detectado, con muy bajas frecuencias, nuevas formas genéticas del

VIH-1 como son los subtipos A, E y los recombinantes CRFO1_AE, CRF02_AG y



CRF09_cpx, las que hasta el momento no se han detectado en México y no se detectaron en
este estudio.

Otro de los resultados obtenidos con el presente estudio es la frecuencia de
mutaciones de resistencia primaria que se encontraron en los pacientes con VIH-1 en el
pais. Como se sabe, este tipo de resistencia tiene una importancia fundamental para guiar la
seleccion y uso de los farmacos que deben emplearse en el tratamiento de los pacientes, los
cuales contribuyen a mejorar la calidad de vida y la supervivencia de los mismos. Al
respecto, se observo que en la poblacion de estudio la prevalencia de mutaciones de
resistencia primaria fue baja (1-3%), comparada con la que se presenta en paises
desarrollados, donde las cifras de mutaciones primarias varian de 11 a 50%'*®!. Este
resultado se esperaba debido al uso relativamente reciente de los farmacos antirretrovirales
en el pais. Las mutaciones encontradas en la poblacion fueron: L33F (3%), D67N (1%),
T69N (3%), K103N/R (8%), G333E (11%) y G190A (1%). Estos resultados son similares a
los encontrados en estudios anteriores "°. De acuerdo a la base de datos de la Universidad
de Stanford de resistencia a farmacos, sélo las mutaciones K103N y G190A, encontradas
en la poblacion de estudio, son consideradas mutaciones primarias. Sin embargo, es
importante considerar al resto de las mutaciones, ya que éstas favorecen una resistencia
intermedia a los farmacos y pueden contribuir a probables fallas del tratamiento. Aunque
muy pocos pacientes presentaron mutaciones primarias, la mayoria presentd mutaciones
menores. Estas mutaciones por si solas no confieren resistencia a los farmacos, sin
embargo, deben tomarse en cuenta como posibles marcadores de resistencia al inicio del
tratamiento antirretroviral en los pacientes. A pesar de la baja frecuencia en las mutaciones
primarias, es importante mantener un monitoreo constante en la poblacion, ya que un

aumento en estas mutaciones puede traer consecuencias graves en la calidad de vida de las



personas recientemente infectadas con el virus. De igual forma, el desabastecimiento de los
farmacos y la falta de adherencia de los pacientes a estos pueden traducirse en un aumento
de las frecuencias de mutaciones primarias, ya que éstos pacientes se convierten en posibles
transmisores de estas nuevas formas de virus resistentes.

Muchas veces resulta dificil establecer comparaciones de las frecuencias de
mutaciones de resistencia a farmacos entre las poblaciones debido a las diferencias
metodologicas entre los estudios, asi como a los diferentes criterios empleados para definir
a las mutaciones como mutaciones de resistencia. En este estudio se realizd una
comparacion estadistica para establecer las diferencias entre las frecuencias de mutaciones
de resistencia a farmacos encontradas en la poblacién de estudio con las publicadas en el
Reino Unido y la base de datos de Resistencia a Farmacos de la Universidad de Stanford.
En general, la frecuencia de mutaciones primarias encontradas en el estudio es mucho mas
baja que la encontrada en las dos poblaciones mencionadas, aunque cabe destacar que la
frecuencia de mutaciones menores y mayores de los aislados mexicanos en este estudio son
mayores que en las reportadas en las poblaciones del Reino Unido y Estados Unidos. Los
datos estadisticos en estas Ultimas mutaciones nos obligan a prestar cierta atencién en los
esquemas de tratamiento que se les dan a los pacientes que inicien tratamiento,
principalmente para aquellos que comiencen su tratamiento con inhibidores de proteasa.
Debido a que los resultados obtenidos en este estudio muestran que la presencia de
mutaciones menores 0 mayores en la enzima proteasa son mayores que en las poblaciones
del Reino Unido y Estados Unidos, esto se puede traducir en nuestra poblacion como fallas
viroldgicas méas tempranas en los pacientes durante el uso del tratamiento antirretroviral.

Para llevar a cabo el andlisis filogenético en este estudio se utilizo el gen pol. La

secuenciacion de este gen es comun para determinar la presencia de mutaciones de



resistencia a farmacos antirretrovirales en pacientes con falla viroldgica y en pacientes
virgenes a tratamiento. Actualmente la gran cantidad de secuencias disponibles de este gen
ha permitido realizar reconstrucciones filogenéticas de eventos de transmision. Sin
embargo, en este estudio no fue posible generar un arbol filogenético confiable ya que los
valores de bootstrap encontrados en el arbol fueron muy bajos mostrando poca consistencia
en las ramas. Para comprobar si las secuencias obtenidas del gen pol, presentaban
informacion suficiente para realizar un analisis filogenético se realiz6 un mapeo de
verosimilitud en donde se muestra claramente (32.4% de puntos en el centro del tridngulo)
que las secuencias no contienen informacion suficiente para hacer filogenia. En estudios
anteriores, se ha establecido que el gen pol es suficiente para establecer relaciones
filogenéticas™® aunque también se ha establecido que no es suficiente para realizar este tipo
de estudios ®2. El argumento para el estudio en donde el gen pol no es suficiente para
establecer relaciones filogenéticas se basa en que es un gen altamente conservado y por
ende no muestra de forma confiable la evolucion del virus. Por otro lado, el estudio que
argumenta que el gen pol es suficiente para establecer relaciones filogenéticas, radica en
que al ser un gen atacado por los farmacos antirretrovirales es posible detectar eventos de
transmision entre personas epidemioldgicamente relacionados. Se ha propuesto, en varios
estudios, el uso de més de un gen estructural para determinar relaciones filogenéticas, asi
como para incrementar la posibilidad de encontrar las diferentes formas genéticas del virus

incluyendo los recombinantes y las formas Unicas recombinantes.



6. Conclusion

El subtipo B del VIH-1 es responsable de todas las infecciones en la muestra del
presente estudio. Con estos resultados y con los resultados mostrados en estudios anteriores
podemos concluir que hasta el momento la evolucién del virus en México es diferente al
del resto del mundo, ya que considerando el constante flujo migratorio y la entrada de
nuevas formas genéticas del virus en las diferentes poblaciones, en México sigue de forma
dominante el mismo subtipo. De igual forma la distribucion de frecuencias de subtipos en
la presente muestra es significativamente diferente de la distribucion en la base
multinacional de Stanford. Por otro lado, las mutaciones primarias K103N y G190A en la
poblacion mexicana se encuentran en frecuencias bajas, dandonos cierta ventaja en el
control de la enfermedad ya que con estos nuevos resultados y con los resultados en otros
estudios podemos mantener un monitoreo y detectar si alguna mutacion primaria comienza
a incrementar su frecuencia o bien si alguna mutacion antes no detectada aparece en la
poblacion. De igual forma el haber detectado que la presencia de mutaciones mayores y
menores es mayor en nuestra poblacion que en otras poblaciones nos ayuda a tener una
base para el monitoreo en los esquemas de tratamiento, evitando de esta forma tomar
decisiones incorrectas que puedan afectar la calidad de vida de los pacientes recientemente

infectados y que comienzan su esquema de tratamiento.



7. ANEXO

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS i
CENTRO DE INVESTIGACION EN ENFERMEDADES INFECCIOSAS & C|eN|
INER v

Epidemiologia Molecular del Virus de la Inmunodeficiencia Humana 1 (VIH-1)

Fecha de la entrevista:
No. Folio Lab:

Datos del Paciente

= Nombre:
Edad:
= Sexo: M ( ) F ( ) Edo.Civil

Datos sociodemogréaficos

1. Lugarde
nacimiento:

2. Residencias anteriores (lugar y afio en que vivio):
a.

b.

3. Lugar de residencia
actual:

4, Escolaridad:
Primaria
Secundaria
Técnico
Preparatoria
Licenciatura
Posgrado
Otro:

Oooooon




5. ¢ Ha viajado a Sudamérica?
¢Cuando?

Sl

¢A qué pais?

¢Por cuanto tiempo?

6. ¢ Ha viajado a Norteamérica?
¢Cuando?

Sl

¢A que pais?

¢Por cuénto tiempo?

7. ¢ Ha viajado a Europa?
¢Cuando?

Sl

¢A qué pais?

¢Por cuanto tiempo?

8. ¢ Ha viajado a Africa?
¢Cuando?

Sl

¢A qué pais?

¢Por cuénto tiempo?

Datos clinicos

¢Conoce su fecha aproximada de infeccion y/o diagnéstico?
¢Cuando?

Sl

¢ Presenta sintomas clinicos?
¢Cuales?

Sl

¢A tomado farmacos antirretrovirales?

¢ Esta tomando medicamentos?
¢Cuales?

Sl

Sl

Células t CD4+/uL
VIH/mL

Clasificacion por etapa del paciente:

Etapa Temprana [ Etapa Tardia

Etapa Intermedia [ Etapa Avanzada [l

Dr.

Copias RNA

Fecha:

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO
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