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Variabilidad genética del VIH-1 en Cuba y sus implicaciones para
la transmision y la progresion clinica
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RESUMEN

Introduccién Los estudios seroldgicos y moleculares del VIH-1 en
Cuba han mostrado muy baja prevalencia de seropositividad, pero una
diversidad genética creciente, atribuible a la introducciéon de muchas
variantes del virus procedentes de diferentes areas, al intercambio
de tales variantes entre personas VIH-1 positivas con varias rutas
coincidentes de infeccion y otros factores de riesgo epidemioldgicos
en la poblacion seropositiva. La alta variabilidad genética del VIH-1
observada en Cuba tiene implicaciones posibles para la transmision
y la progresion clinica.

Objetivo Estudiar la variabilidad genética para los genes estructura-
les env, gag y pol del VIH-1 en Cuba; determinar la prevalencia de
los subtipos B y no B segun las variables epidemiolégicas y de com-
portamiento y determinar si existe una relaciéon entre la variabilidad
genética y la transmisibilidad, y entre la variabilidad genética y la pro-
gresion clinica de la enfermedad en personas que viven con VIH/
SIDA.

Métodos Mediante el uso de dos ensayos moleculares (ensayo de
movilidad heteroduplex y secuenciacion de acidos nucleicos), se
caracterizaron los genes estructurales en 590 personas con VIH-1
(480 hombres y 110 mujeres), que representa el 3.4% de los indi-
viduos seropositivos existentes en Cuba el 31 de diciembre de 2013.
Se condujo un muestreo no aleatorizado, proporcional a la prevalen-
cia del VIH-1 en cada provincia. Las relaciones entre los resultados

INTRODUCCION

Desde la descripcion en 1984 de la primera persona infectada
con el virus de la inmunodeficiencia humana tipo uno (VIH-1),
la pandemia ha afectado a mas de 150 paises. En el 2013, la
UNAIDS reportd 34.2 millones de personas que viven con VIH
en el mundo.[1]

Los esfuerzos substanciales realizados durante las tres décadas
pasadas para desarrollar una vacuna efectiva contra el VIH no
han dado resultados aun, y las dificultades cientificas, sociales y
éticas siguen siendo retos mayores para los investigadores médi-
cos. Sin embargo, el tratamiento combinado con 4 familias de
antirretrovirales —que inhiben la replicacién del VIH mediante la
accion sobre diferentes dianas de su mecanismo— ha permitido
que la infeccién por VIH se convierta en una enfermedad cronica
con una calidad de vida aceptable.[2]

El VIH, un lentivirus que pertenece a la familia Retroviridae, es
un retrovirus complejo que difiere de otros virus por su extraordi-
naria variabilidad, expresada en grupos, subtipos, sub-subtipos,
formas recombinantes circulantes (FRC) y formas recombi-
nantes unicas (FRU). A pesar de su gran variabilidad, el analisis
filogenético de numerosos aislamientos de VIH procedentes de
diversos origenes geograficos ha permitido su clasificacion en
cuatro grupos filogenéticos diferentes: M, O, N y P. El grupo M
incluye la mayoria de las variantes responsables de la pandemia
global: los subtipos A, B, C, D, F, G, H, J y Ky los subtipos A1, A2,

moleculares y los factores virales, las caracteristicas de los hospede-
ros, y las variables clinicas, epidemiolégicas y de comportamiento de
los pacientes se estudiaron en relacion con la epidemiologia molecu-
lar, la transmision y el analisis de la progresion.

Resultados A partir del analisis molecular de los tres genes estruc-
turales del VIH-1 se clasificaron 297 muestras como pertenecientes
al subtipo B (50.3%), 269 como subtipos no B (45.6%) y 24 fueron
no tipables. El subtipo B prevalecié en general, y en los hombres
en aquellos que tienen sexo con hombres. Los subtipos no B preva-
lecieron en mujeres y en hombres heterosexuales, y mostraron multi-
ples variantes circulantes y formas recombinantes. La transmision
sexual fue la forma predominante de infeccion para todos, a lo largo
de Cuba se encontraron los subtipos B y no B. No se encontré aso-
ciacion entre los subtipos y la transmision o la progresién clinica,
aunque la proporcién de muertes fue superior para el subtipo B. Entre
los fallecidos durante el periodo del estudio, no existieron diferencias
entre los subtipos en el tiempo promedio transcurrido entre el diag-
noéstico del VIH o el diagnéstico de sida y el fallecimiento.

Conclusiones Nuestros resultados sugieren que los subtipos B y no
B de VIH-1 encontrados en Cuba no difieren en cuanto a transmisibi-
lidad y progresion clinica de la enfermedad.

Palabras clave VIH-1, sida, epidemiologia molecular, transmisibili-
dad, progresion clinica, subtipos, formas recombinantes circulantes,
patogénesis, Cuba

A3, A4, A5, F1y F2. Hasta el presente, se han descrito 61 FRCs,
asi como multiples FRUs.[3]

La diversidad del VIH es el resultado combinado de varias fuer-
zas que actuan por separado: a) la frecuente introduccion de
mutaciones por la reverso transcriptasa (debido a errores y a la
falta de acciones correctivas); b) la alta velocidad de replicacion
o la alta velocidad de recambio en vivo; c) la presion selectiva
ejercida por la respuesta inmune; d) la presion terapéutica y e)
la recombinacion genética como parte del mecanismo de repli-
cacion del retrovirus.[4,5]

La diversidad genética del VIH debe ser estudiada no solo para
discernir su origen y comprender su epidemiologia molecular,
sino también para monitorear la aparicién de nuevas variantes
que puedan ser mas transmisibles o patogénicas, asi como por
sus implicaciones para el diagndstico molecular y seroldgico en
el laboratorio, los cambios en los patrones de resistencia a los
medicamentos antirretrovirales, y el desarrollo de una vacuna
efectiva.[5]

La pronta caracterizacion genética del VIH-1 en Cuba demostro la
circulacién de varias variantes virales: los subtipos A, B, C,D, F, Gy
H del grupo M. Subsecuentemente, se ha observado un incremento
gradual en la diversidad, con la aparicién de nuevos subtipos y for-
mas recombinantes causada por una mezcla de los subtipos que
contribuyeron originalmente a la epidemia en Cuba.[6-14]
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En 1997, Kanki demostré la presencia de FRCs en muestras
procedentes de los bancos de suero colectados en la década de
1980 (cuando los hallazgos moleculares soélo consideraban sub-
tipos puros).[15] Este resultado sugiere que la recombinacion no
es un fendmeno reciente, sino que se remonta a la década de
1980, cuando la tecnologia de secuenciacion de acidos nuclei-
cos para los estudios gendmicos completos aun no estaba dis-
ponible. No fue sino hasta finales de la década de 1990 que se
reporto la circulacion de multiples subtipos y de sus recombina-
ciones.[2,5]

Esto mismo pudo haber ocurrido en Cuba, y la diversidad cierta-
mente ha aumentado. Los primeros estudios tuvieron por objetivo
el gen envelope (env), por ser el mas importante para la respuesta
inmune y para los estudios hacia la obtenciéon de vacunas; sub-
secuentemente, se estudiaron los genes gag y pol, este estudio
reveld la circulacion de otros subtipos y FRCs. No fue sino hasta
el 2001 que comenzo6 en Cuba la discusion sobre la presencia
de HIV mosaicos.[9] Las investigaciones posteriores mostraron
varias formas complejas y un aumento de FRCs en la poblacién
seropositiva.[10-14]

Mientras que a nivel mundial ha crecido el interés en la aso-
ciacion entre la variabilidad genética del VIH-1 con la transmisi-
bilidad y la progresién clinica de la enfermedad; pocos estudios
han comparado exitosamente los subtipos debido a que la infor-
macion clinica y epidemioldgica necesaria sobre los pacientes
y sus contactos no esta disponible facilmente. Factores tales
como el estigma y la discriminacion pueden introducir sesgos
en la informacién disponible; los pacientes, por ejemplo, pueden
ser reticentes a reportar multiples compafieros sexuales lo
que dificulta la trazabilidad de los contactos para el monitoreo
epidemioldgico.[5,6]

Los estudios serologicos y moleculares en Cuba muestran una
baja prevalencia de seropositividad, pero indican una creciente
variabilidad genética con implicaciones epi-
demioldgicas.[6-14] Nuestros objetivos, por lo
tanto, fueron estudiar la variabilidad genética
de los genes estructurales env, pol y gag en
Cuba; determinar la prevalencia de los sub-
tipos B y no B de acuerdo con las variables

Provincia

epidemioldgicas y de comportamiento; y esta-  Pinar del Rio
blecer si existen relaciones entre la variabilidad Mayabeque
genética y la transmision y entre esta variabili-  Artemisa
dad y la progresion clinica de la enfermedad en La Habana
las personas que viven con VIH/SIDA en Cuba. Matanzas
; Villa Clara
METODO Cienfuegos
Disefio y poblacion Este es un estudio  Sancti Spiritus
descriptivo, con un universo formado por Ciego de Avila
17 625 personas seropositivas al VIH-1 en  camagiiey
Cuba entre enero 1, 2008 y diciembre 31, e TUES
2012. La poblacion de estudio comprendio Holaui
. olguin
590 personas (480 hombres y 110 mujeres)
~ - Granma
en edades entre 14 y 70 afios, esta poblacion -
representa el 3.3% de todos los individuos  Santiago de Cuba
Guantanamo

seropositivos en Cuba. La seleccion se realizd
mediante muestreo no aleatorio, proporcional a
la prevalencia de VIH por provincia, se incluy-
eron muestras que cumplieron los criterios de
inclusion hasta que la cuota asignada se satis-

Total, Cuba

Tabla 1: Distribucién del universo y de la poblacién estudiada por provincia

Isla de la Juventud

fizo. La Tabla 1 nuestra el universo y la poblacién de estudio por
provincia y los totales.[1,16]

Criterios de inclusién Se eligieron los individuos seropositivos
al VIH-1 con infeccidon confirmada por métodos seroldgicos, de
ambos sexos, de cada una de las quince provincias de Cuba y
del municipio especial Isla de la Juventud, que voluntariamente
aceptaron participar y suministrar la informacion epidemioldgica
necesaria.

Etica Los procedimientos se efectuaron de acuerdo con los
estandares éticos del Ministerio de Salud Publica (MINSAP) y el
Ministerio de Ciencia Tecnologia y Medio Ambiente, de acuerdo
con los principios de la declaracion de Helsinki. El protocolo
de estudio fue aprobado por el comité de ética del Laboratorio
Nacional de Referencia de Sida (LNR) del Programa Nacional
ITS-VIH/SIDA. En el momento de la toma de muestras para el
estudio molecular, cada paciente suministré6 su consentimiento
informado por escrito y llend un cuestionario epidemioldgico.
Los procedimientos para el manejo de la informacion sobre los
pacientes aseguraron la confidencialidad de las identidades de
los participantes.

Tomade muestras y extraccion de acidos nucleicos Se realizé
la extraccion de10 ml de sangre periférica mediante venopuncion
con anticoagulante (EDTA 0.2 mmol/L, pH 7.2). Las muestras
se procesaron en las 24 horas siguientes a la extraccion. Para
obtener el material genético se utilizaron dos procedimientos: el
primer método, para obtener ADN mediante gradiente de Ficoll
(GE Healthcare, Suecia), extraccion con fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico (Sigma-Aldrich, EE.UU.) y precipitacién en alco-
hol absoluto (Merck KGaA Alemania);[17,18] el segundo
procedimiento para obtener ADN o ARN utilizé el High Viral
Nucleic Acid Kit (Roche Diagnostics, GmbH, Alemania) segun
las instrucciones del productor. El primer procedimiento se utilizd
para todas las muestras caracterizadas por el ensayo de movili-

% % %

Universo de PVS del
de PVS* |universo por | estudiadas | estudiado por | universo
provincia provincia estudiado

507 2.9 21 3.6 4.1

510 2.9 18 3.1 3.5

430 24 15 25 8IS
9318 52.8 392 66.4 4.2
519 2.9 31 5.3 6.0

1110 6.3 42 7.1 3.8
434 25 7 1.2 1.6

398 2.3 8 1.4 2.0

425 24 7 1.2 1.6

691 3.9 7 1.2 1.0

392 22 3 0.5 0.8

758 4.2 11 1.9 1.5

749 43 6 1.0 0.8

931 5.3 11 1.9 1.2

296 1.7 6 1.0 2.0

157 0.9 5 0.8 3.2
17625 100.0 590 100.0 &3

Fuente: Laboratorio Nacional de Referencia/Programa Nacional ITS-VIH-SIDA
* PVS: Personas con VIH-SIDA
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dad heteroduplex env/gag, y el segundo, para todas las muestras
caracterizadas mediante secuenciacion automatica de acidos
nucleicos de los genes env/pol.

Estudios moleculares Se emplearon dos métodos para el geno-
tipaje molecular. Desde el 2008 hasta el 2010, el ensayo de movi-
lidad heteroduplex (HMA, por sus siglas en inglés) se utilizo para
los genes env y gag utilizando el kit de subtipaje HMA (NIH AIDS
Research and Reference Reagent Program, EE.UU.).[19, 20] EI
ADN proviral se amplific6 mediante PCR anidado para los genes
gag y env. Para el gen de la envoltura, se utilizaron los cebadores
ED5/ED12 y ES7/ES8 o ED31/ED33. Estos cebadores recono-
cen un fragmento del gen env que codifica la regiéon V1-V5 de
gp120.[20] Para el gen gag se utilizaron los cebadores H1G777/
H1P202 y H1Gag1584/g17. Estos cebadores reconocen un frag-
mento del gen gag.[21] Los heteroduplex se formaron entre las
muestras y los estandares de referencia. El reconocimiento de
dos fragmentos de ADN generd formaciones heteroduiplex que
fueron analizadas por electroforesis en gel de poliacrilamida. Las
movilidades relativas en el gel reflejaron su homologia.[20-21] Se
determind la distancia genética entre secuencias y subtipos para
los genes env/gag.

En el 2011 y en el 2012 se utilizé la secuenciacion automatica de
acidos nucleicos de los genes env y pol, de acuerdo con los pro-
cedimientos descritos por Thompson[22] y por Quarleri.[23]

La carga viral plasmatica se determind en cada muestra para
definir el nUmero de copias de ARN/mL de plasma, como crite-
rio para la amplificacion del material genético. Se utilizo el test
COBAS AmpliPrep/COBAS TagManHIV-1 (Roche Diagnostics,
GmbH, Alemania), segun las especificaciones de los fabrican-
tes. Para el gen env (fragmento C2-V3-C3), el ADN proviral se
amplific6 mediante PCR anidada con el uso de los cebadores
externos ED5/ED12 y de los cebadores internos ED31/ED33.
[20] Para el gen pol, se utilizaron cebadores para fragmen-
tos de proteasa y de reverso transcriptasa; el par RT3.1/5°CP
como cebadores externos y tres conjuntos (1F/6B, A35/NE1 y
RT3208F/RT3798R) como cebadores internos.[23] El producto
purificado obtenido por PCR se secuencié directamente con el
Quick Start Kit (Beckman Coulter, EE.UU.) segun las instruc-
ciones del fabricante, en un secuenciador automatico CEQ 8800
(Beckman Coulter, EE.UU.).

Andlisis filogenético Las secuencias resultantes de los
genes pol y env se ensamblaron y se editaron usando el pro-
grama Sequencher 4.0.5 (Gene Codes Corp, EE.UU.). El alin-
eamiento de secuencias multiples se efectud con el programa
Muscle (MEGAG6.0, EE.UU.). Para comparar los resultados con
las secuencias de referencia de cada uno de los subtipos con-
tenidas en las bases de datos del Laboratorio Nacional Los
Alamos, se aplicé un BLAST (Basic Local Aligment Sequence
sTool, una herramienta para la alineacion local basica).[24]
El analisis filogenético se efectud con la versién 6.0 del pro-
grama MEGA.[25] El arbol filogenético se construyé mediante
el método de similitud segun vecinos cercanos (neighbor join-
ing methods), y la distancia genética se calculd segun los dos
parametros de Kimura.[26] Los valores de boot strapping se
calcularon sobre la base de 1 000 réplicas. El analisis de los
intersubtipos recombinantes y los puntos calientes de recom-
binacion se efectué mediante boot scanning, con el programa
SimPlot version 3.5.1.[26]

Variables Las principales variables fueron el subtipo (A, B, C, D,
F, G, H, J y K), el sub-subtipo (A1, A2, A3, A4, A5, F1y F2), FRC
y FRU.[24]

Se analizo la distribucion de las variables secundarias de acuerdo
con el sexo, la preferencia sexual (hombres que tienen sexo con
hombres: HSH; heterosexual: HT), lugar donde se infectd y lugar
de residencia (Cuba, provincia, regién). Los siguientes datos se
analizaron segun el subtipo (B, no B): transmision de la enfer-
medad, progresion clinica (tiempo medio de sobrevida en afios y
tiempo promedio libre de sida en afios, evaluados mediante con-
teo de CD4 y de carga viral plasmatica, segun datos provenientes
de SIDATRAT, Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri).[27]

Para el analisis molecular epidemioldgico, se consideraron los
datos correspondientes al genotipaje y a la identificacion clinico-
epidemioldgica de los pacientes: afio del diagnéstico, edad, sexo
(hombre, mujer), subtipo de gen env, subtipo de gen gag, subtipo
de gen pol, muerte por sida, provincia, fecha y lugar probable
de infeccion, fecha de diagndstico, fecha en que fue clasificado
como sida, fecha de muerte, y orientacién sexual (HT, HSH). Los
datos se tomaron de la base de datos PACIENTE del Programa
Nacional de Epidemiologia (PNE) del MINSAP.

El analisis de la distribucion geografica se efectud a nivel nacional,
provincial y regional. Las provincias se agruparon en tres regio-
nes: Occidente (Pinar del Rio, Mayabeque, Artemisa, La Habana,
Matanzas e Isla de la Juventud), Centro (Villa Clara, Cienfuegos,
Sancti Spiritus, Ciego de Avila, y Camagiiey) y Oriente (Las
Tunas, Holguin, Granma, Santiago de Cuba y Guantanamo).

Para asociar la variabilidad con la transmisibilidad de los subti-
pos B y no B, se analizaron tres variables: contactos reportados,
contactos estudiados y contactos positivos (datos obtenidos de la
base de datos CONTACTOS, PNE/MINSAP).

Para asociar la progresion clinica de la enfermedad en los subti-
pos By no B, se estudiaron cuatro lapsos de tiempo (en afios): de
la probable fecha de infeccion (PFI) a la fecha en que el paciente
fue diagnosticado con sida (FxSIDA); de la fecha del diagndstico
de VIH (FxVIH) a FxSIDA; de PFl o FxVIH a la fecha de muerte;
y de FxSIDA a la fecha de muerte (datos obtenidos de la base de
datos PACIENTE, PNE/MINSAP).

También se tomaron en consideracion las variables de la base
de datos que complementan el andlisis de la progresion clinica
de la enfermedad: concretamente, personas que desarrollaron
la enfermedad (sida), personas que murieron, personas vivas,
clasificacion de los pacientes en progresores rapidos (PR), pro-
gresores tipicos (PT), y progresores lentos (PL). El conteo de
células CD4+ en porcentaje y valor absoluto, se utilizé para cla-
sificar los pacientes como PR, cuando el conteo de células CD4+
fue <300 entre 1y 3 afios; PT, de 4 a 9 afios y PL, 210 afios. Otra
variable analizada fue la carga viral (CV), para la que se tomaron
como valores de linea base =1 000 ARN copias/mL o 3.0 log en
plasma entre 1y 3 afios,4 y 9 afios y 210 afios, respectivamente.
[28] (datos obtenidos de SIDATRAT).[27]

En el grupo de pacientes clasificados como PR, fue necesario
considerar si participaban otras condiciones epidemioldgicas
o de comportamiento que favorecieran la transmision y la pro-
gresion clinica de la enfermedad. Las condiciones estudiadas
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fueron >5 compafieros sexuales reportados en el curso de la
vida, el uso intravenoso de drogas, relaciones sexuales en
curso con parejas o contactos seropositivos, edad >40 afios al
momento de la infeccion primaria (base de datos PACIENTE,
PNE/MINSAP).

Anédlisis Para comparar medias y proporciones, se utilizaron
métodos paramétricos y métodos no paramétricos y los estadigra-
fos Z y chi cuadrado respectivamente. Se confeccionaron tablas
actuariales para el analisis de la progresién clinica y sobrevida
mediante el anadlisis de Kaplan-Meier y el test de log rank. Para
el procesamiento de datos se utilizé el programa Statistica 8.0
(StatSoft, EE.UU.) y para el analisis epidemiolégico de los datos
tabulados, el programa EPIDAT 3.1 (Espafia).[16,29] El nivel de
significacion estadistica de todos los ensayos fue p <0.05. Los
subtipos B y no B se compararon para cada una de las variables
secundarias descritas anteriormente.

RESULTADOS

De las 17 625 personas seropositivas al VIH-1 en el periodo de
estudio, se estudiaron aislamientos procedentes de 590. De ellos,
566 (96%) pudieron ser tipados para dos o tres genes estructura-
les env/gag o env/pol, mediante uno de los métodos utilizados
para la caracterizacion: 297 (50.3%) del subtipo B y 269 (45.5%)
del subtipo no B; 24 (4.1%) no pudieron ser tipados (Tabla 2).

Hallazgos moleculares y datos clinicos epidemiolégicos La
relacion entre los subtipos B y no B y la orientaciéon sexual fue la
siguiente: el subtipo B fue mas frecuente en hombres (252/456;
55.3%) que en mujeres (45/110; 40.9%), una diferencia altamente
significativa (p <0.001). De forma similar, el analisis de la orient-
acion sexual encontré el subtipo B como mas frecuente en HSH
(232/401; 57.9%) que en HT (65/165; 39.4%), una asociacion
altamente significativa (p <0.001).

Las personas estudiadas se infectaron con VIH-1 en doce
paises; la mayoria en Cuba (subtipo B: 277; 93.3% y subtipo no
B: 249; 92.6%). Las infecciones ocurrieron en 6 paises africanos
(Republica del Congo, Etiopia, Surafrica,
Zambia, Guinea, Angola) y Estados Uni-
dos, Canada, Esparia, Costa Rica y Bra-
sil. Cinco personas, todos marineros, no
reportaron el lugar de la infeccion.

personas con subtipos no B, fue posible estudiar el 90.5% de los con-
tactos reportados. No existio diferencia significativa entre los subtipos
B y no B en cuanto al cociente entre contactos positivos y contactos
estudiados (p =0.269). Se realizé un analisis similar para los subtipos
no B y los FRCs encontrados con mayor frecuencia en la muestra
estudiada; nuevamente, no se encontrd diferencia significativa.

Tabla 2: Subtipos y formas recombinantes de los genes env/gag/pol
del VIH-1(n=590)

Subtipos
y formas recombinantes n %
env/gag env/pol
B 297 50.3
No B 269 45.6
C 35 5:9
A 37 6.3
G 38 6.4
D 20 34
H 6 1.0
AD 29 4.9
FRC19_cpx 23 3.9
FRC 20, 23, 24 B/G 12 2.0
FRC18_cpx 10 1.7
B/D 10 1.7
FRCO1AE 2 0.3
FRC02 AG 8 1.4
39 6.6
FRU (A/B-4, AIG-2, AIAG-5, (0.2-1.2)
C/D-2, AJAE-3, C/G-1,
U/H-7, D/H-1, U/B-1,
U/E-1, GD/A-1, BD/A-
1, DB/B-1, D/UD/H-1,
BU/B-1, UB/B-1,
GD/H-1, GBGB/G-2,
UK/A-3)
No tipable 24 4.1
Total 590 100.0

FRC: formas recombinantes circulantes ~ FRU: formas recombinantes Unicas

Tabla 3: Distribucién de los subtipos B y no B de VIH-1 por provinciay por regién

n n (%) n (%)
14 7

Pinar del Rio 21
Los subtipos observados en el estudioe ~ Mayabeque 18° 8 9
introducidos en Cuba fueron: A, B, C, D,  Artemisa 15 8 248 7 :
i 211 (78.4 Occidente
F, G, H, ADK, A/AG, FRC02y FRC18. La  La Habana 392° 196 (83.5) 174 2110784)
distribucion de los subtipos By no Ben  Matanzas 31 19 12
Cuba se muestra en la Tabla 3. Ambos Isla de la Juventud 5 3 2
subtipos, B y no B, se encontraron en  Villa Clara 42 16 26
todo el pais. Se hallaron algunas dife-  Cienfuegos 7 4 3
rencias en las proporciones de los sub-  Sancti Spiritus 8 1 30(10.1) 7 41(15.2) Centro
tipos B y no B entre las provincias, pero  Ciego de Avila 7 5 2
no existieron diferencias significativas  camagiiey 7 4 3
r regiones (Tabl .
por regiones (Tabla 3) Las Tunas 3 1 2
o . . Holguin 1 6 5
El andlisis de la transmisién de los subti- )
pos B y no B aparece en la Tabla 4. Las gra?ma de CUb 161 2 19(6.4) 2 176:3) Oriente
personas con subtipo B reportaron un Gan '?90 e Luba 5 5 4
mayor numero de contactos, de ellos, el uantanamo
Total 5902 297 269 p=0.173°

75.2% pudo ser estudiado para confirmar
el diagndstico seroldgico de VIH-1. De las

@24 no tipables: 1 en Mayabeque, 22 en La Habana, 1 en Granma  °chi cuadrado
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Tabla 4: Transmision de subtipos B y no B, seguimiento de
contactos (n = 566)

% positivos

. Contactos | Contactos | Contactos entre
Subtipo Casos . .
reportados | estudiados | positivos contactos
estudiados
Subtipo B 297 1533 1153 (75.2%) 394 34.2
Subtipos no B 269 1416 1282 (90.5%) 410 32.0
p = 0.269 (estadigrafo z)
Subtipo no B
A 37 219 161 55) 34.2
C 35 158 100 35 35.0
G 38 244 188 71 37.8
D 20 96 83 32 38.6
A/D 29 145 113 44 38.9
p =0.976*

*chi cuadrado

Tabla 5: Progresion clinica (tiempo libre de sida) para los subtipos
By no B (n =566)

Comparacion del tiempo promedio libre de sida en afios

Libre de sida
Subtipo

Tiempo (afos) Tiempo (afios)

PFI-FxSIDA | FxVIH—FxSIDA
vedia (0F) | Meda (0B
o207y 116 381 181 609 6.09 (4.32) 3.95 (3.08)
No B 126 468 143 532 6.91 (4.66) 414 (3.42)
= 260) . . 914 14,
b = 0.062° b = 0.270° D= 04500

Sobrevida (afios)

Tiempo (afos)
FxVIH-muerte

Tiempo (afios)
FxSIDA-muerte

Vivos Fallecidos
Subtipo por sida

Media (DE) Media (DE)
(n = 297) 222 747 75 253 6.31 (4.72) 2.46 (2.31)
(“:]°:5269) 235 874 34 126 8.08 (5.38) 3.36 (2.82)
p < 0.001° p = 0.064° p =0.116°

FxVIH: fecha del diagnéstico con VIH FxSIDA: fecha de clasificacién con SIDA
PFI: probable fecha de infeccion achi cuadrado
®Andlisis de supervivencia de Kaplan-Meier, test log-rank

Tabla 6: Progresion clinica de los subtipos, mediante el conteo de
las células CD4 y los niveles de carga viral plasmatica (n = 566)

Progresion a Subtlpo B Subtipos no B Valor
Progresor rapido 174 58.6 139 51.6
Progresor tipico 91 30.6 97 36.1 0.254
Progresor lento 32 10.8 33 12.3

Total

Tiempo en alcanzar carga SUb“PO B 5Ubt'P03 no B

1-3 afios 137 46.1 120 44.6
4-9 anos 116 39.1 109 40.5 0.929
210 afios 44 14.8 40 14.9

Total 297 269

achi cuadrado

La Tabla 5 muestra el andlisis de la progresion clinica
de la enfermedad para ambos subtipos, dependiendo
de si la persona hubiera desarrollado sida o no en el
momento del andlisis. No hubo diferencias significa-
tivas entre ambos grupos. Para cada grupo se realizd
otro analisis de la progresion de la enfermedad que
considerod el tiempo transcurrido, en afios, desde PFI
hasta FxSIDA. La diferencia entre los dos grupos no fue
significativa.

El mismo analisis también se efectué para PFl hasta
FxVIH: el tiempo promedio entre PFl y FxVIH para todos
los pacientes incluidos en el estudio se estimé en 2.4
afos. El analisis del tiempo en afios desde FxVIH hasta
FxSIDA dio resultados similares, con una diferencia no
significativa de menos de un afo entre las personas con
subtipo B y las personas con subtipo no B.

En cuanto a la progresion de la enfermedad (Tabla 5),
fallecié una mayor proporcion de personas infecta-
das con el subtipo B que con el subtipo no B (25.2%
vs. 12.6%, respectivamente). Esta fue una diferencia
significativa. En los tiempos de sobrevida entre las
personas con subtipos B y no B no se encontré dife-
rencia estadisticamente significativa. Con respecto al
tiempo desde FxSIDA hasta la muerte, la esperanza
de vida de las personas con el subtipo B fue un afio
mas corta que la de las personas con los subtipos
no B, pero la diferencia no fue estadisticamente sig-
nificativa.

En lo que concierne a la velocidad de progresion,
mediante el conteo de CD4, no se encontraron diferen-
cias estadisticamente significativas entre los subtipos B
y no B, ni se observaron diferencias entre ambos grupos
cuando analizamos el tiempo transcurrido para alcanzar
una carga viral >1 000 copias/mL (Tabla 6).

Cuando se analizaron las variables epidemiolégicas
y de comportamiento en el grupo de pacientes PR
(174 con subtipo B y 139 no B), frecuentemente se
observaron varios factores en el mismo paciente. No se
encontraron diferencias significativas entre pacientes
con subtipos B y no B con respecto a tener uno o mas
factores de riesgo, aunque se encontraron algunas
diferencias para factores individuales (Tabla 7).

De estas variables, la que mostré la mayor diferencia
fue tener un numero de compafieros sexuales mayor
que cinco. Estas diferencias fueron significativas para
el subtipo B en comparaciéon con el subtipo no B. En
este estudio el subtipo B se asocié con el grupo de
mas alto riesgo, hombres con orientaciéon sexual HSH.
En muchos pacientes, la existencia de mas de cinco
companieros sexuales coexistid con otros factores de
riesgo, tales como el uso intravenoso de drogas, que
estuvo presente en 21.4% (63/313), sin que existieran
diferencias entre los subtipos (la prevalencia global del
uso intravenoso de drogas en la muestra fue 13.4%;
79/590). La tendencia entre los pacientes con subtipo
no B fue a tener relaciones estables con compaferos
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sexuales seropositivos, aunque la diferencia no alcanzé signifi-
cacion estadistica (Tabla 7).

Todos los pacientes mayores de 40 afios en el momento de la
infeccion tuvieron una rapidaprogresion de la enfermedad; el
22.4% de los progresores rapidos con subtipo By el 31.7% de los
progresores rapidos con subtipo no B tenian mas de 40 afios en
el momento de la infeccidn; la diferencia entre los subtipos no fue
estadisticamente significativa (Tabla 7).

Tabla 7: Factores de riesgo en los progresores rapidos con
subtipos By no B (n =313)

Subtipo B | Subtipos no B
Variables n=174 n =139 Valor
i

Factor de riesgo 21 133 (76.4) 98 (70.5) 0.290
Parejas sexuales >5 97 (65.7) 52 (37.4) 0.002
Uso de drogas intravenosas 40 (23.0) 27 (19.4) 0.532
Relaciones _sc_exuales estables 26 (14.9) 32(23.0) 0.093
con seropositivos

Edad >40 afios en el momento 39 (22.4) 44 (31.7)  0.087

de infeccion primaria

DISCUSION

Ala altura de diciembre de 2012, el Programa Nacional VIH/SIDA
de Cuba habia registrado 19 781 personas con un diagndstico
seropositivo de VIH-1 desde 1986. Aunque la baja prevalencia de
la infeccién por VIH (0.2%) en Cuba ubica nuestra epidemia como
una de las menores del mundo,[1] la epidemia muestra alta diver-
sidad genética de subtipos FRCs y FRUs, ya que las condiciones
favorables para la coinfeccién y la superinfeccion han conducido
a la recombinacion entre subtipos que se observa en nuestra his-
toria epidemiolégica y molecular.[6-14]

Mediante el uso de dos tecnologias de acidos nucleicos, HMA
env/gag y secuenciacion de acidos nucleicos de tres de los
genes estructurales del VIH-1, este estudio corrobord lo antes
mencionado y encontré predominantemente el subtipo B, pero
también demostré que virtualmente todos los subtipos no B esta-
ban en circulaciéon, asi como muchas variantes recombinantes
correspondientes a subtipos reportados en estudios previos.

Estos resultados se relacionan con los origenes de las variantes
de VIH-1 introducidas en Cuba: la convivencia durante afios
de personas con VIH/SIDA en sanatorios, el hecho de que
coincidieran varias rutas de infeccion y los factores de riesgo
epidemioldgico y de comportamiento en la poblacién seropositiva
—todos contribuyen a la alta variabilidad genética de VIH-1
observada en Cuba.[9,10]

El subtipo B se encontré con mas frecuencia que cualquiera
de los subtipos no B. En los inicios de la epidemia de VIH, el
subtipo B —que prevalecia en los paises de Europa del Este y en
los Estados Unidos— era considerado el subtipo predominante
globalmente, posiblemente debido a que la mayoria de los
estudios moleculares se habian efectuado en esos paises
desarrollados.[30] Pero la distribucién mundial de las variantes
virales de VIH-1 ha cambiado. Hoy, el subtipo B se encuentra en
solo el 10% de las nuevas infecciones de VIH globalmente; los
subtipos no B y FRCs[31-35] dan cuenta del otro 90%. En Cuba,
sin embargo, el subtipo B es responsable de la mayoria de las

infecciones en la poblacién seropositiva, como se ha demostrado
consistentemente desde los primeros estudios de caracterizacion
molecular. Esto puede explicarse por el hecho de que el subtipo
B tuvo su efecto fundador en HSH, la poblaciéon en mayor riesgo
epidemiolodgico y que constituye la mayoria en nuestra epidemia,
aunque se ha observado un incremento gradual en los subtipos
no By FRCs en los afos recientes.[12-14]

El sexo masculino predominé tanto en los grupos con el subtipo
B como con el subtipo no B debido a que la epidemia de sida en
Cuba ha ocurrido principalmente entre hombres (80%), y de ellos,
89% son HSH.[36] El subtipo B se asocia en Cuba con el sexo
masculino y con HSH, mientras que los subtipos no B se asocian
con mujeres y con la orientacion heterosexual.

En los inicios de la epidemia en Cuba en la década de 1980,
el subtipo B se establecié entre los hombres, principalmente
HSH.[7] Los subtipos no B, por otra parte, tuvieron su efecto
fundador entre personas heterosexuales. Las diferentes
variantes virales se introdujeron en Cuba por personas
(principalmente hombres heterosexuales) que adquirieron
la infeccion en varios paises africanos y que a su regreso,
transmitieron la infeccion a sus parejas sexuales femeninas,
lo que explica el predominio de la orientacién sexual de tipo
HT.[7,8] Las mujeres son mas vulnerables a adquirir ambos
subtipos, B y no B, debido a la alta proporcion de hombres
seropositivos con practicas bisexuales.[1,27] Estas condiciones
epidemiolodgicas aun describen nuestra epidemia después de
20 afos, con predominio del subtipo B sobre los subtipos no B
con sus multiples formas recombinantes.

Nuestra investigacion también profundizé en las caracteristi-
cas moleculares de la epidemia cubana, ya que el 93% de las
muestras provinieron de personas infectadas en Cuba. Sin
embargo, encontramos variantes introducidas desde varios
paises, lo que suministra evidencias de los subtipos introdu-
cidos en Cuba a partir de Africa, Europa y América del Norte y
del Sur.[6-14]. Se observé también que ambos subtipos B y no
B estan distribuidos por todo el pais.

El analisis de la transmisién demostré que los subtipos B y no
B se han transmitido en iguales proporciones en la poblacion
seropositiva estudiada. De acuerdo con Zhang en 2007, la
transmision de VIH-1 puede depender de la forma genética
o de la presencia de recombinacién debido a cambios en las
propiedades de los virus involucrados y en las caracteristicas
moleculares y genéticas de ambos virus. En este estudio,
sin embargo, no se encontrd asociacion entre los subtipos
genéticos y la transmisibilidad.[37] La transmisibilidad también
puede depender de otros factores, como el nivel de carga viral
en el plasma, ya que los niveles elevados de carga viral de VIH
promueven una rapida progresion a sida y un incremento en
la transmisibilidad a los contactos subsecuentes.[28] Jennes
sugiere que algunos subtipos, como el subtipo C se transmiten
mas eficientemente por via perinatal que los subtipos B, A 'y
D.[33] Kouyos en 2010 observé que los subtipos no B (A, C,
D) se habian adaptado a la transmisién heterosexual, mientras
que el subtipo B mostraba una transmisién eficiente entre HSH
y drogadictos por via intravenosa.[32,38] Esos resultados son
consistentes con el nuestro de que el subtipo B predomina en
hombres y entre ellos, en HSH, y el subtipo no B predomina en
mujeres con orientaciéon heterosexual.
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Aunque no hay datos publicados sobre la prevalencia del uso
intravenoso de drogas en Cuba, la prevalencia general de 13.4%
y entre los progresores rapidos de 21.4% que encontramos es,
sin dudas, mucho mayor que en la poblacion general.

El estudio de la progresion de la enfermedad entre los infectados
con los subtipos B y no B no encontré diferencias, después
de analizar el estado del sistema inmune (células CD4) en los
pacientes clasificados como PR, TPy PL. Mas aun, el nivel de ARN
viral en plasma o carga viral, que refleja el grado de replicacion
del virus, no encontré diferencias relacionadas con el subtipo en
cuanto a la progresion de la enfermedad. Estos parametros estan
relacionados porque la disminucién en el conteo de células CD4
esta determinado por la elevaciéon de la concentracion de ARN
viral en plasma.[28,34,39]

Los resultados del analisis de la progresion mostraron ademas
una mayor proporcién de muertes en los pacientes con el sub-
tipo B. Aunque los intervalos de tiempo de la fecha probable de
infeccion a la fecha de diagndstico, de la fecha de diagnéstico
a la fecha del desarrollo de sida y a la de muerte fueron mas
cortos en los pacientes con subtipo B, estas diferencias no
alcanzaron una significacion estadistica. La proporcion de paci-
entes que desarrollaron sida tampoco fue significativamente dife-
rente entre los subtipos. Al mismo tiempo, el subtipo B mostro
una asociacion significativa con otros factores de riesgo como el
pertenecer al sexo masculino, la orientacion sexual de tipo HSH y
el tener muchas parejas sexuales. Es posible que estos factores
jugaran un papel en la mayor proporcion de muertes entre los
pacientes infectados con el subtipo B, ya que no hay evidencias
que sugieran que el subtipo B sea mas letal que otros subtipos.
Este aspecto requiere mas investigacion, incluyendo un analisis
estadistico multivariado.

Estas observaciones son consistentes con las reportadas por
otros autores que sugieren que la transmisién de la enfermedad
y su progresion dependen de muchos factores, tales como la
susceptibilidad del hospedero (polimorfismo de los correceptores
de quimocina),[40] la genética (los genotipos del sistema HLA),
el sistema inmune (una respuesta inmune directa al VIH),[41] la
edad del paciente en el momento de la seroconversién,[42] las
coinfecciones con otras variantes de VIH o con otros agentes
virales como los virus de la hepatitis B y C,[43,44] la variabilidad
genética del VIH,[45,46] las caracteristicas de la cepa viral (de
lesiones en el gen nef),[40] y su habilidad para replicarse,[47]
todas ellas pueden influir en la rapidez de la progresion del VIH.
Es decir, tanto los factores genéticos como los virales (entre los
que el subtipo viral es solo uno) pueden ser influyentes.

CONCLUSIONES

Este estudio contribuyd a la comprension de la epidemiologia
molecular del VIH en Cuba y suministré al Programa Nacional ITS/
VIH/SIDA informacion sobre las variantes virales circulantes y su
comportamiento en la poblacion seropositiva, de importancia para
el manejo de la epidemia que muestra gran variabilidad. El estu-
dio también demostrd la presencia de subtipos y formas recombi-
nantes introducidas en Cuba procedentes de varios paises en un
elevado porcentaje de la poblacién cubana seropositiva, asi como
la distribucion a lo largo del pais de los subtipos B y no B como
las formas recombinantes. Los hallazgos sugieren que en Cuba
los subtipos B y no B no difieren en cuanto a transmisibilidad; la
cuestion de la progresion clinica de la enfermedad en cada sub-
tipo amerita posteriores investigaciones. Aunque la prevalencia del
VIH-1 en Cuba es baja, su gran diversidad genética crea un esce-
nario complejo para el establecimiento de estrategias nacionales,
la vigilancia a la resistencia a los medicamentos antirretrovirales y
el uso de futuras vacunas. M-
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