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CAPITULO 1. INTRODUCCION

La infeccidn por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) sigue siendo una de
las principales causas de mortalidad y morbilidad en el mundo. Las ultimas cifras
reportadas indican que 36.7 millones [34.3—41.4 millones] de personas vivian (al
final de 2016) con el VIH en el mundo, 2.1 millones [1.9-2.2 millones] de personas
se infectaron y 1.1 millones [980 000—1.6 millones] de personas murieron a causa
de enfermedades relacionadas con el VIH/sida (ONUSIDA, 2016). A nivel mundial,
78 millones de personas han contraido la infeccion por el VIH desde el comienzo
de la epidemia, de los cuales, 35 millones han fallecido a causa de enfermedades
relacionadas al sida desde el comienzo de la infeccion (ONUSIDA, 2016).
Honduras ocupa el sexto lugar en problematica de VIH/sida en Latinoamérica, y es
el tercer pais con mayor prevalencia en Centroamérica (ONUSIDA, 2016). El
numero de casos de VIH/sida notificados desde 1985 hasta diciembre del 2015 es
de 32,573, de los cuales, 22,737 (71%) son clasificados como infeccion avanzada
y 9,836 (29%) como asintomaticos (Secretaria de Salud, 2015).

El VIH es miembro de la familia Retroviridae y pertenece al género Lentivirinae,
llamado asi por su largo periodo de incubacion y el lento curso de la enfermedad.
Es un virus ARN, envuelto, que se caracteriza por la transcripcién reversa de su
genoma ARN a ADN-complementario, y la integracion de este en el genoma de la
célula hospedera infectada, en este caso los linfocitos T CD4+ (Carter Jonh B.,

2007).



En el periodo de latencia algunas personas VIH-positivas logran controlar la
infeccion, pero con el paso del tiempo su sistema inmune se debilita y desarrollan
la enfermedad (sida) en un periodo de 8 a 10 afnos; estos son llamados
“progresores tipicos”; a quienes de 2-3 anos con la infeccion desarrollan sida se
les conoce como “progresores rapidos”; mientras que en quienes después de 8
anos los recuentos de linfocitos T CD4+ se mantienen estables y la carga viral
baja sin necesidad de utilizar tratamiento antirretroviral se conocen como
“progresores lentos”. También existe una pequena proporcion de individuos que
se exponen repetidamente al virus y permanecen seronegativos; estos se
consideran resistentes a la infeccién (Yang et al., 2013). Esta variabilidad en el
curso de la infeccidon luego de la exposicion al VIH sugiere que existen
mecanismos de resistencia natural contra esta infeccién viral.

Cuando hay una exposicion continua al virus, varios mecanismos genéticos e
inmunitarios son esenciales para que se logre el control de la infeccion. Diversos
trabajos cientificos han descrito la existencia de factores genéticos del hospedero
relacionados con la progresion a enfermedad en la infeccion por el VIH (Buckheit
et al., 2012; Coloccini et al., 2014). El componente genético del hospedero afecta
definitivamente al tipo de respuesta inmunitaria generada (Carriére et al., 2014), al
proceso de entrada del virus a la célula diana (Marmor et al., 2001) y al
mecanismo de replicacion y propagacion del virus (Zhang et al., 2013).
Adicionalmente otros aspectos pueden verse afectados, como el ritmo de
progresion de la infeccion a sida, la aparicion de determinadas infecciones o
enfermedades oportunistas, y el tipo de respuesta al tratamiento con agentes

antirretrovirales (Pirmohamed et al., 2015).



Los principales factores inmunogenéticos relacionados con la susceptibilidad a la
infeccion por el VIH y la progresion a sida estan relacionados con 3 familias de
genes del hospedero: los antigenos leucocitarios humanos (HLA) | y Il los
receptores de quimiocinas y sus ligandos (Lopez et al., 2012).

El VIH utiliza los receptores de quimiocinas CCR5 y CXCR4 como punto de fusion
para infectar una célula, este proceso de entrada del virus a la célula hospedera
puede verse afectado por polimorfismos genéticos donde la expresién de estos
correceptores esta disminuida o ausente. Diversos estudios han mostrado la
importancia de la integridad del correceptor CCRS en la infeccidon y patogénesis
del VIH-1. La delecion de 32 pares de bases en el gen CCR5 (CCR5A32) en
homocigosis disminuye significativamente, aunque no elimina por completo, el
riesgo de infeccion por VIH-1 (Ballana et al, 2013), mientras que en heterocigosis,
se ha asociado con una menor tasa de progresion a sida que las personas con el
correceptor CCR5 normal (CCRS wt/wt) (Fellay J, et al, 2009, Loannidis JP at al,
2001).

La aparicion de nuevas variantes del virus en el curso de la infeccion de un
paciente confiere al virus una gran capacidad para escapar a la respuesta
inmunitaria (Juarez-Molina et al., 2014). En este contexto, el sistema HLA
desempenfia un papel determinante. Los genes del sistema HLA se localizan en el
brazo corto del cromosoma 6 y estan estructurados en tres grupos o clases. Los
genes HLA de las clases | y Il codifican proteinas de membrana implicadas en la
presentacion de antigenos extrafios al sistema inmunologico. Una de las

caracteristicas inherente del sistema HLA es su enorme variabilidad. Dicha



variabilidad se localiza en la region de la molécula que define el lugar de anclaje
de los péptidos que se van a presentar a los linfocitos T citotoxicos (LTC) (Abbas
Abul K, 2012).

Estudios genéticos poblacionales han aportado un mayor entendimiento del papel
de los determinantes genéticos en el hospedero con relacion a la adquisicion del
virus, progresion a la enfermedad, transmision y respuesta a la terapia
antirretroviral (ARV) (Sobieszczyk et al., 2011). Al menos dos alelos, HLA-B*27 y
B*57 (Naruto et al., 2012) han sido identificados como “protectores” contra el VIH-
1, mientras que los alelos B*35 y B*53 actuan como factores que favorecen una
mayor susceptibilidad a la infeccidn y por ende una rapida progresion a sida (Gao
et al., 2001). Ademas el alelo HLA-B*57:01 ha sido fuertemente asociado con el
sindrome de hipersensibilidad al abacavir y los alelos HLA-B*14, HLA-C*04:01 y
HLA-C*08 con hipersensibilidad a nevirapina (Pirmohamed et al., 2015). Estos
medicamentos son recomendados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
como primera linea y tratamiento alternativo en la terapia antirretroviral, y son
utilizados en el esquema nacional de tratamiento en los infectados con VIH-1.

En Honduras, poco o nada conocemos sobre las caracteristicas genéticas en
general de la poblacion, sobre todo, en relacion al polimorfismo CCR5A32, los
alelos HLA y su asociacion con la progresion en la infecciéon por el VIH-1 e
hipersensibilidad a los antirretrovirales. La asociacion de estos alelos ha sido
ampliamente estudiada en varios paises, permitiendo su correlacion con diferentes
condiciones clinicas, sin embargo, la frecuencia de los alelos HLA varia de region

a region debido al bagaje genético que posee cada poblacion.



En este escenario, el estudio de los factores genéticos en pacientes hondurefios
portadores del VIH-1 se considera de gran relevancia para el pais, ya que este es
el primer estudio que estima la frecuencia de la delecion de 32 pares de bases en
el correceptor CCR5 en nuestra poblacion y corresponde al primer esfuerzo en
describir las frecuencias de los alelos HLA clase | (loci: A, B, C), ambos
relacionados como factores de riesgo o proteccién a enfermedad en la infeccion
por VIH-1, lo cual sentara las bases para futuros estudios de asociacion en el pais,
que permitan definir su utilidad como factores importantes tanto en la evolucion de
la infeccion como en sus implicaciones farmacogenéticas, de esta manera ser
utilizados como marcadores en el pronostico de progresion a enfermedad asi
como valorar la utilidad clinica de los alelos asociados con sindromes de
hipersensibilidad a los farmacos antirretrovirales, previo al inicio del tratamiento.

Adicionalmente los datos obtenido en esta investigacién no solo son relevantes
por su relacion con la progresion del VIH-1, sino también para su asociacion con
otras enfermedades cronicas e infecciosas con las cuales han sido relacionados
estos factores. En el caso de la tipificacion de los alelos HLA clase | (A, B, C, )
constituye el primer intento por reportar las frecuencias de estos alelos en tres
diferentes regiones geograficas del pais, lo cual nos aporta informacion valiosa
sobre la diversidad alélica de la poblacién hondurefia, util para futuros estudios en
varios campos de la ciencia como: la antropologia molecular, trasplante de

organos y tejidos, asociacion con enfermedad y la farmacogenética.



CAPITULO 2. MARCO TEORICO

2.1 EL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA (VIH)

2.1.1 Lapandemia del VIH

A finales de los afios setenta y principios de los ochenta del siglo pasado, en
Estados Unidos de América (EEUU) se observd que habia un nuamero inusual de
hombres jovenes homosexuales, haitianos, heroindmanos y hemofilicos (grupo de
riesgo inicial “club de las 4 H”) que fallecia debido a infecciones normalmente
oportunistas y benignas, y sus sintomas definieron una nueva enfermedad (Patrick
R. Murray, 2013). En el afio 1981, el sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(sida), fue reconocido como una nueva entidad clinica (Gottlieb et al., 1981) que
se caracteriza por la presencia de anomalias inmunologicas generalmente
acompafnadas por infecciones oportunistas, desérdenes neuroldgicos y formas
inusuales de cancer.

Los primeros estudios epidemiolégicos demostraron que esta enfermedad era
causada por un nuevo agente infeccioso, el cual fue aislado por primera vez en
Francia por Frangois Barré-Sinoussi (Barre-Sinoussi et al., 1983), a partir de una
muestra de sangre de un hombre homosexual con sida. Poco después en EEUU
fue aislado un retrovirus similar en otro paciente con la misma condicion clinica al
cual nombraron HTLV Il (Gallo et al., 1984); pero fue hasta 1986 que se demostro
que ambos aislamientos correspondian al mismo virus y oficialmente este nuevo
retrovirus fue nombrado: Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), llamado asi

por ser responsable de causar el Sindrome de inmunodeficiencia adquirida (sida).



Desde entonces el VIH/sida ha cobrado la vida de millones de personas y hoy en
dia es una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial,
considerandose una pandemia ya que se ha documentado la presencia del virus
en la mayor parte de los paises del planeta, ocupando el quinto lugar de las diez
pandemias con mayor numero de muertes en la historia de la humanidad. Aunque
se desconoce cual es el numero total de personas afectadas, pues la mayor parte
de los portadores del virus suele desconocer su situacion hasta el momento en
que presentan alguna de las enfermedades oportunistas. Se estima que 78
millones de personas han contraido la infeccion por el VIH desde el comienzo de

la pandemia (ONUSIDA, 2016).

2.1.2 Situacion mundial del VIH/sida

La pandemia del VIH/sida constituye un problema de salud publica con grandes
repercusiones demograficas, sociales y econémicas en muchos paises, las ultimas
cifras reportadas por el Programa Conjunto de Naciones Unidas sobre VIH/sida
(ONUSIDA) indican que 36.7 millones [34 millones—39.8 millones] de personas
vivian con el VIH en el mundo a finales del 2015; unas 35 millones [29.6—40.8
millones] de personas han fallecido a causa de enfermedades relacionadas con el
sida desde el comienzo de la epidemia, 2 millones [1.9-2.2 millones] de personas
contrajeron la infeccion por el VIH y 1.1 millones [940 000-1,3 millones] de
personas murieron a causa de enfermedades relacionadas con el sida en el 2015

(ONUSIDA, 2017a).

Se estima que ocurren alrededor de 2 millones de nuevas infecciones por afo y
aproximadamente 6,800 nuevas infecciones al dia, de los cuales mas del 97% son
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en paises en vias de desarrollo. Esta es una de las principales preocupaciones
para la salud publica mundial, ya que la mayoria de los paises afectados son
paises de bajos recursos que tienen deficientes programas de deteccién y
prevencion y escasa cobertura con la terapia antirretroviral, como es el caso de
Honduras.

Aunque el numero de nuevos diagnosticos en mujeres sigue siendo superior al de
los hombres, se ha visto una mayor reduccion de infectados en los ultimos afios,
sobre todo en los paises donde la transmision por via heterosexual es la
predominante, como son Africa subsahariana y el Caribe. Pero aln asi, en estas
dos regiones, aproximadamente la mitad de los nuevos diagnosticos corresponden
a mujeres jovenes en edad reproductiva, por lo que la epidemia del VIH constituye
una auténtica amenaza para el desarrollo de estos paises.

Para junio de 2016, 18.2 millones [16.1 millones—19.0 millones] que representa el
49.5% de personas a nivel mundial que vivian con el VIH tenian acceso al
tratamiento antirretroviral (ARV), de estos, el 46% [43%-50%)] corresponde a
adultos, el 32% [30%-34%] a nifios y el 77% [69%-86%] a mujeres embarazadas.
Gracias a esta cobertura y a las campafias de prevencién de la transmision
madre-hijo las nuevas infecciones en poblacion infantil se redujeron en un 58%
entre el 2000 y el 2015 (ONUSIDA, 2016a).

A pesar que la epidemia varia considerablemente entre paises y regiones, Africa
subsahariana sigue siendo la regidon mas severamente afectada, en la que 1 de
cada 20 adultos esta infectado por el VIH, lo que concentra cerca del 71% de
todas las personas que viven con VIH en el mundo, como se observa en la figura

1, la prevalencia de VIH en Africa es de 4.5%, la segunda regién mas afectada es
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América con 0.5%, seguido de Europa con 0.4% y Asia donde la prevalencia varia

segun la region de 0.1 a 0.3%. (OMS, 2014).

Prevalence (%) by WHO region

Western Pacific: 0.1 [0.1-0.1] | Eurcpe: 0.4 [0.3-04)
Eastern Mediterranean: 0.1 [0.1-0.1] [l Americas: 0.5 [0.4-0.6] | Global prevalence: 0.8% [0.7-0.8]
South-East Asia: 0.3 [0.3-0.4] I Africa: 4.5 [4.2-4.7] o xs ol

Figura 1. Prevalencia regional del VIH en adultos en el afio 2014 (OMS).

2.1.3 Situacioén del VIH/sida en América Latina

El ultimo reporte de ONUSIDA indica que en el afio 2015, habia 2 millones [1.7
millones—2.3 millones] de personas que vivian con el VIH en América Latina. Se
estima que se produjeron 100,000 [86,000-120,000] nuevas infecciones en la
region, es importante sefalar que la cifra de nuevas infecciones no sufrié ningun
cambio entre 2010 y 2015. Ese mismo afo fallecieron 50,000 [41,000-59,000]
personas a causa de enfermedades relacionadas con el sida (ONUSIDA, 2016b).
Sin embargo entre 2010 y 2015, el numero de muertes relacionadas con el sida en
la regidn disminuy6 en un 18% (ONUSIDA, 2016).

Entre las poblaciones con mayor vulnerabilidad en la region figuran hombres que
tienen sexo con hombres, mujeres trans, trabajadores/as sexuales y sus clientes,

usuarios de drogas, jovenes y adolescentes, poblacion indigena y afro



descendiente, personas en situacion de calle, y mujeres victimas de violencia
(OPS, 2015).

En América Latina, ocurrieron 2,100 [1,600-2,900] casos de nuevas infecciones
por el VIH en nifios en el afio 2015. Aunque se ha reducido significativamente la
transmision vertical, exceptuando Africa Sub-sahariana, el Caribe es la otra regién
donde la proporcion de mujeres y nifias (53%) es mayor que la de los hombres y
nifos. Por lo que se considera que existe feminizacién de la epidemia en América
Latina y que debido a esto la cifra de menores de 15 afos que viven con VIH
siguen siendo elevadas en esta region.

A diferencia de la tendencia mundial, la cobertura del tratamiento en la region
Latinoamericana es mas alta entre los nifios (54% [46-64%]) que entre los adultos
(47% [40-56%]). De los 10 paises de la regién con el mayor numero de personas
que viven tanto con el VIH como con la tuberculosis (TB), tres paises (Brasil,
Ecuador y Honduras), proporcionaron la terapia antirretroviral a mas de la mitad de
las personas que viven con el VIH/TB en el 2014 (Informe, ONUSIDA, 2015). Sin
embargo, Latinoamérica no parece tener un buen ritmo para alcanzar la meta
global de reducir el numero de muertes relacionadas con la tuberculosis en un
50% en el 2015; ya que esas muertes se redujeron solamente en un 19% desde el
2004 hasta el 2013.

A pesar de la expansién de los servicios integrados y descentralizados de atencion
y tratamiento en la region, es necesario equilibrar estos avances con un énfasis en
intervenciones y estrategias eficaces e innovadoras, ya que las infecciones nuevas
y la mortalidad no estan disminuyendo con tanta rapidez como se habia propuesto

y la epidemia de VIH sigue estando concentrada en grupos especificos de la
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poblacién para los cuales acceder y recibir los servicios de atencion médica

necesarias presenta varias limitaciones (OPS, Foro 2015).

2.1.4 Situacion del VIH/sida en Honduras

Desde 1985 cuando se notificd el primer caso en nuestro pais, la presencia de
VIH/sida es una realidad que afecta a la poblacién hondurefia de forma epidémica.
Honduras ocupa el sexto lugar en Latinoamérica entre los paises con mayores
prevalencia de VIH/sida y es el tercer pais mas afectado en Centroamérica
después de Belice y Panama.

El numero de casos de VIH/sida notificados hasta diciembre del 2015 es de
32,573, de los cuales 22,737 (71%) son clasificados como infecciéon avanzada por
VIH y 9,836 (29%) como VIH asintomaticos (Secretaria de Salud, 2015). Para ese
mismo afo la prevalencia de VIH en adultos (15-49 anos de edad) fue de 0.42%,
ocurrieron 663 nuevas infecciones (57% en hombres y 43% en mujeres), y 1,160

defunciones (61% en hombres y 39% en mujeres) (informe consida, 2015).

La poblacion joven, en edad reproductiva y econdmicamente activa es la que esta
principalmente afectada por la epidemia de VIH. Los grupos de edad
comprendidos entre los 15 y los 39 afos representan el 72% de los casos
notificados a lo largo de los ultimos treinta afnos. En relacion a la distribucion
geografica de la epidemia, (Tabla 1) los departamentos mas afectados son: Islas
de la Bahia, Atlantida, Cortés, Francisco Morazan, Yoro, Choluteca, Colon y
Comayagua ubicados en las zonas norte, centro y sur del pais, que juntos agrupan

el 86.4% de los casos VIH/sida a nivel nacional (ONUSIDA, 2012).
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Tabla 1. Namero de casos y tasa VIH por departamento (acumulativo 1985-2013).

Departamentos Casos VIH Tasa Departamentos Ca\s/cl):s| de Tasa
VIH/100,000 VIH/100,000
hab. hab.
Isias de la 466 844.7 Copén 682 177.2
Atlantida 3,165 740.1 Santa Barbara 699 165.0
Cortés 11,728 694.0 El Paraiso 629 138.5
Colén 1,465 472.3 Olancho 444 62.0
Francisco 6,736 330.1 Ocotepeque 114 80.8
Gracias a Dios 409 315.8 La Paz 144 68.5
Yoro 1,919 291.5 Lempira 157 46.2
Valle 564 203.4 Intibuca 93 36.9
Choluteca 1,409 177.2 Ignorado 53 -
Comayagua 967 165.0 TOTAL 31,823 372.0

Fuente: SESAL, 2013.

De los casos de sida notificados por la Secretaria de Salud de Honduras, mas del
91.6% son transmitidas por contacto sexual, siendo esta la principal via de
transmision, 2.6% por transmision vertical (madre-hijo), por el uso de drogas
inyectables la transmision es baja, con un 0.1% y en un 2.0% se desconoce el
modo de transmisién. En los ultimos afios no se han reportado casos asociados a
la transfusion sanguinea. (SESAL,2015).

El pais, tiene una epidemia concentrada en hombres que tienen sexo con
hombres, mujeres trans, trabajadores/as sexuales, aunque existen otras

poblaciones clave como la poblacion garifuna, uno de los grupos étnicos de afro
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descendientes mas grande que habita en la zona norte de Honduras con una
poblacién aproximada de 300,000 habitantes, corresponde uno de los grupos mas
afectados por la epidemia de VIH-1 donde la prevalencia es mayor a la de la
poblacién general. Las prevalencias oscilan entre 4.4% en hombres y 4.6 en
mujeres (informe consida, 2015).

La Segunda Encuesta de Vigilancia del Comportamiento Sexual y Prevalencia de
Infecciones de Transmision Sexual (ECVC) en poblaciones clave de Honduras,
realizada en afio 2012, reporta una prevalencia de VIH en trabajadoras sexuales
de 3.3% (1.4-5.8) en Tegucigalpa, 6.7% (4.1-9.5), en San Pedro Sula y 15.3%
(8.0-23.8) en La Ceiba; y para hombres que tienen sexo con otros hombres de
6.9% (3.5-10.5) en Tegucigalpa, 10.7% (6.0-18.0) en San Pedro Sula y 11.7%
(5.9-19.3) en La Ceiba.

En cuanto al acceso de los servicios de atencion integral, la Secretaria de Salud
reglamento la provision de la terapia antirretroviral en el afio 2002. Para el 2014 el
pais cubrid el 98% del costo de los antirretrovirales con recursos nacionales
(SESAL, 2014). Ese mismo afo La Secretaria de Salud proveyo servicios
descentralizados en 49 Centros de Atencion Integral (CAl) distribuidos en las 20
regiones departamentales del pais y funcionando bajo un sistema unico de
suministro y distribucion de antirretrovirales. Aunque el 80% de los pacientes se
concentran en 12 CAls de las regiones geograficas mas afectadas del pais
(centro, norte y sur).

Para el cierre del 2014, aproximadamente 9,920 personas estaban bajo terapia
antirretroviral, es decir, el 43.1% del total de personas que se estimaba que vivian

con VIH, de estos 4,826 son hombres y 5,100 son mujeres, 700 eran menores de
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15 afos y 9,226 en mayores de 15 afos. Segun el esquema de tratamiento el
83.2% se encuentran en primera linea de terapia, 16.6% en segunda linea y el
0.2% en terapia de rescate (informe ONUSIDA, 2015). La Secretaria de Salud de
Honduras ha elaborado lineamientos para el tratamiento antirretroviral contra el
VIH con base en las directrices brindadas por la Organizacion Mundial de la Salud

(Guia tratamiento ARV en adultos, OMS, 2013).

2.2 CLASIFICACION Y ESTRUCTURA DEL VIH

2.2.1 Clasificacion taxonémica

Segun las caracteristicas genéticas, bioldgicas y morfoldgicas, el VIH pertenece a
la familia Retroviridae y al género Lentivirinae (Barre-Sinoussi et al., 1983),
llamado asi por su largo periodo de incubacion y lento curso de la enfermedad. La
familia Retroviridae se caracteriza por agrupar una amplia gama de agentes
virales, que afectan aves, mamiferos como: bovinos, murinos, simios ademas de
los humanos. En la actualidad se han identificado 5 retrovirus causantes de
enfermedad en humanos: Los virus de inmunodeficiencia Humana (VIH-1y VIH-2),
responsables del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (sida); los virus
linfotrépicos de células T humano (HTLV-l y HTLV-Il,) causantes de leucemias y
sindromes neuroldgicos; y el recientemente descrito virus xenotropico relacionado
con el virus de la leucemia murina (XMRV), que podria estar involucrado en la
patologia del cancer de prostata y el sindrome de fatiga cronica (Robert Schlaberg

et al 2009, Lombardi et al, 2009).
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Una de las caracteristicas que comparten los retrovirus es que realizan la
transcripcion reversa de su genoma ARN a ADN complementario (ADNc) y la
integracion de este en el genoma a la célula diana, en el caso del VIH, los
linfocitos T CD4+ (Carter Jonh B. , 2007). El VIH es un virus citopatico, con alta
tasa de replicacion, que presenta viremia libre y una alta variabilidad genética que
le permite escapar de la respuesta inmune. Se han identificado dos tipos: VIH-1y
VIH-2. El VIH-1 esta extendido por todo el mundo y es el responsable de la
pandemia, causa el mayor nimero de casos de sida en Africa subsahariana, Asia,
Europa, EE.UU. y América Latina, incluido Honduras.

El VIH-2 se encuentra distribuido principalmente en paises de Africa Occidental
con casos particulares en otros paises del continente, produce una enfermedad
semejante al VIH-1 pero menos virulento; con un periodo de latencia mayor,
menor capacidad replicativa y tasas de progresion de la enfermedad mas lentas.
Dentro del VIH-2 encontramos ocho grupos filogenéticos (A-H), siendo el A el mas
prevalente (Garcia de Quevedo, 2003).

El VIH-1 presenta gran variabilidad genética, derivada de la alta tasa de mutacion,
recombinacion y heterogeneidad de las poblaciones viricas (Carter Jonh B. ,
2007). Esto presenta importantes implicaciones biologicas y clinicas ya que las
dificultades para interferir con la capacidad adaptativa del VIH-1 hace dificil el
control de la infeccidn y la prevencion del desarrollo del sida.

Dentro del VIH-1, las cepas se han clasificado en cuatro grandes grupos, segun la
homologia de sus secuencias genéticas: grupo M (del inglés main o principal),
grupo O (del inglés outlier o atipico) y grupo N (no M, no O) y el mas reciente

descrito grupo P (Plantier et al., 2009). La mayoria de cepas circulantes en el
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mundo pertenecen al grupo M, el resto de grupos estan limitados principalmente a
Africa subsahariana occidental, por lo que se le considera a éste responsable de
gran parte de todas las infecciones a nivel mundial. Los virus del grupo M, han
sido clasificados en 9 subtipos denominados por letras (A-D, F-H, J, K,), varios
sub-subtipos, y numerosas formas recombinantes circulantes (CFRs) por sus
siglas en inglés (circulating recombinant forms) (Velasco, A.M. at al. 2009) como
se muestra en la figura 2.

El subtipo C es responsable del mayor porcentaje de infecciones en el mundo,
predominante en Africa y Asia, el subtipo B sigue siendo el predominante en
Europa y América del Norte y es el responsable de la epidemia en Honduras
(ONUSIDA, 2008). Aunque con la gran movilidad de las poblaciones los limites
geograficos entre subtipos van desapareciendo, es posible encontrar diversidad de
subtipos en una poblacion/regién geografica que anteriormente no se reportaba su

presencia, este es un fendmeno dinamico que obliga a estar investigandolo.

VIH

l VIH-1 l VIH-2

l Grupo M l Grupo O l Grupo N l Grupo P l 8 Grupos: A, B,C,D, E, F, G, H.

l 9 Subtipos: A, B, C,D,F, G, H,J, K

FRs

Frecuentes: AE, AF, AG

Infrecuentes: AGHK, FD, AB, BC
Multiples UFRs

Figura 2. Clasificacion filogenética del VIH-1 y VIH-2.
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Dentro de algunos subtipos se distinguen sub-subtipos, como ocurre con el
subtipo F, con los sub-subtipos F1 (presente en Brasil, Rumania y Africa Central) y
el F2 (Camerun) y en el subtipo A, con los sub-subtipos A1, A2, A3 (Velasco, A.M.
et al 2009), de los cuales el A1 es el mas predominante.

En areas donde circulan diferentes subtipos del VIH-1 en individuos infectados por
dos o mas virus de distinto subtipo se pueden originar CRFs, las cuales se definen
como aquellas secuencias genéticas identificadas y descritas en por lo menos 3
individuos no asociados epidemiologicamente. Segun la base de datos de
secuencias de VIH del Laboratorio Nacional Los Alamos existen hasta el momento
88 formas recombinantes circulantes CRFs reportadas en todo el mundo
concentradas en determinadas areas geograficas (Los Alamos, HIV database,
2017). Ademas existen multiples formas recombinantes unicas (UFRs) estas son
secuencias genéticas encontradas en individuos aislados o grupos de personas
infectadas relacionadas epidemiologicamente. La variabilidad del VIH-1 es tan
grande que en un individuo infectado existe una enorme cantidad de genomas
virales, muy relacionados entre si pero no idénticos, llamados “cuasi especies”.

En Honduras, al igual que en el resto de América y Europa, predomina el subtipo
B, aunque se han reportado algunos aislamientos de subtipos no-B y algunas
CREFs en los ultimos afos. Un estudio realizado por Wendy Murillo y colaboradores
que incluyd 625 secuencias de 6 paises Centroamericanos incluido Honduras,
reveld que la mayoria de las secuencias pertenecian al subtipo B (98.9%), (0.8%)
subtipo C y (0.3%) URFs (URF_AD y UFR_AK), ademas los analisis filogenéticos
agruparon las secuencias en 5 clados, sin embargo, el (62%) de las secuencias se

agrupo en un solo clado, sugiriendo que una sola introduccion del subtipo B de
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VIH-1 es responsable de la mayoria de los casos en América Central (Murillo et al,

2013).

2.2.2 Estructura y organizacion genoémica del VIH

Como todos los retrovirus, el genoma del VIH esta constituido por dos hebras
idénticas de ARN de polaridad positiva en el interior de una particula esférica de
80 a 120 nm de diametro, que posee una bicapa lipidica externa que recubre la
nucleocapside, envoltura formada a partir de la membrana de la célula hospedera
y puede incluir proteinas de la célula como las del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (CMH) Clase | y Il (Tremblay et al., 1998), en la que se
insertan 72 espiculas o proyecciones formadas por las glicoproteinas (gp) virales,
gp120 y gp41, las cuales estan asociadas no covalentemente en la superficie del
virion.

Como se muestra en la figura 3, en el interior de la bicapa lipidica se encuentran
las proteinas de la matriz (p17), capside (p24) y nucleocapside (p7) que forman la
estructura que protege las 2 cadenas de ARN y las 3 enzimas necesarias para el
ciclo infectivo del virus: la proteasa (PR), la transcriptasa reversa (TR) y la
integrasa (IN) (Patrick R. Murray, 2013).

Al ser un retrovirus, el VIH se replica mediante la accidén de la enzima transcriptasa
reversa (TR) que retro transcribe el ARN a ADN proviral que se integra en el
genoma del hospedero utilizando la enzima integrasa. A partir de este provirus se
transcribe a ARN mensajero (ARNm) que codifica las proteinas necesarias para la
conformacién de la particula viral que, en conjunto con el ARN viral, forman la

particula que emerge por gemacion a través de la membrana celular, incorporando
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lipidos de la misma y las glicoproteinas virales forman parte de la envoltura antes

mencionadas, que a su vez incorporan azucares derivadas de la célula hospedero.

Glycoprotein gp120

Human Leukocyte Glycoprotein gp41

Antigen Class I

Protease <
Proteins p7,p9

Rna
Integrase

Lipid bilayer
membrane

Reverse
transcriptase
Human Leukocyte
Antigen Class II

Nucleccapsid protein p24 Matrix protein p17

Figura 3. Estructura del virién de VIH.

Tomado de http://www.unaids.org/es

El genoma del VIH posee una longitud aproximada de 9,800 pb. Esta formado por
tres genes esenciales: gag, pol y env. El gen gag codifican 4 productos
polipeptidicos que forman el core llamadas proteinas menores: p17 (matriz), p24
(capside), p6 y p7 (nucleocapside) como puede observarse en la figura 4. El gen
pol codifica una gran poli proteina que sirve de precursor para las enzimas virales
esenciales del ciclo replicativo viral, estas son: transcriptasa reversa, proteasa e
integrasa, y el gen env codifica para dos glicoproteinas asociadas con la envoltura
del VIH y responsables de la union a la célula hospedera; la proteina de superficie

gp120 y la transmembranal gp41 (Carter Jonh B., 2007).
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Figura 4. Estructura genémica del VIH. Estructura genémica del VIH-1; el esquema
resalta el ADN proviral, flanqueado por regiones repetitivas extensas, denominadas LTR.
A partir de este se transcriben los ARNm que codifican para las proteinas estructurales
(Gag), la envoltura (Env) y las enzimas con actividad transcriptasa reversa, proteasa e
integrasa (Pol); también se destacan las regiones gendémicas que codifican para las
proteinas accesorias (Vif, Vpr, Vpu, Nef, Tat y Rev).

Adaptada de: Arroyave, J. at al, 2013. Interaction between HIV-1 and GB virus type-C during
coinfection status. Revista chilena de infectologia, 30(1), 31-41. https://dx.doi.org/10.4067/S0716-
10182013000100005.

Ademas, el virus posee seis genes adicionales, dos de ellos reguladores (tat y
rev); el tat es un gen temprano que acelera la replicacion viral aumentando su
propia sintesis y la de las proteinas virales a través de la expresidén de todos los
genes virales, siendo imprescindible para la replicacion. El gen rev (Regulador de
la expresion viral) codifica una proteina esencial para la replicacion viral, debido a
su funcion transportadora de los transcritos virales entre el nucleo y el citoplasma.
Una vez sintetizada en el citoplasma, Rev pasa al nucleo donde interactua con la
secuencia RRE (del inglés Rev response element) presente en los transcritos
virales semiprocesados y sin procesar; esta interaccion favorece el reclutamiento
de proteinas nucleares, para formar un complejo de exportacién que lleva los

diferentes transcritos hacia el citoplasma, para que sean traducidos por los
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ribosomas en proteinas estructurales y no estructurales del virus (Askjaer et al.,
1998).

El VIH posee cuatro genes accesorios nef y vif que estan relacionados con la
infectividad del VIH. nef se expresa en forma abundante al inicio de la infeccion
como una proteina (p57) que aumenta la infectividad y podria considerarse como
un auténtico factor de virulencia (Piguet et al., 2000). El gen vpr interviene en la
regulacion del ciclo replicativo y el vpu esta asociado con la maduracién de la
particula viral (Klimkait et al., 1990).

Las secuencias repetidas largas (LTR, del inglés long terminal repeats), no
codificantes, flanquean los extremos 3’ y 5’ del genoma viral, donde se encuentran
regiones reguladoras esenciales para el ciclo replicativo del virus. Estas contienen
sefiales que controlan la iniciacion de la transcripcion y la terminacion (Jean et al.,

1993).

2.3 INFECCION POR EL VIH-1

2.3.1 Ciclo de replicacion del VIH-1

El ciclo de replicacidn de los lentivirus se divide en dos fases: fase temprana y
fase tardia. La fase temprana comienza con la union del virus a la célula y
continua con la retrotranscripcidon del genoma viral y formacién del provirus
integrado en el genoma celular. La fase tardia comienza después de un periodo
de latencia con la transcripciéon del ARN viral a partir del ADN proviral y finaliza
con la liberacién de los viriones de la célula (Patrick R. Murray, 2013).

Como se muestra en la figura 5, el ciclo de replicacion del VIH-1 presenta varias

etapas y muchos autores las han clasificado de diferentes maneras, a
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continuacion se trata de explicar ordenadamente la cascada de eventos que

ocurren desde la entrada del virus a la célula hospedera hasta la salida de los

viriones para infectar otras células:

1. Entrada: el ingreso del virion a la célula estda mediado por la interaccion
especifica de la gp120 con el receptor CD4 presente en los linfocitos T, aunque
en menor porcentaje también puede infectar macrofagos, monocitos y células
dendriticas debido a que también expresan en su superficie el receptor CD4
(Wu et al., 1996).

2. Fusion: La unidn viridn-célula lleva al proceso de fusidn de las membranas,
que es facilitado por la glicoproteina de envoltura gp41 y los correceptores de
los linfocitos y monocitos, CCR5 y CXCR4 principalmente. Esta union
desencadena cambios conformacionales sobre la membrana de la célula,
dando lugar a la entrada del genoma viral al citoplasma celular (Wu et al.,
1996).

3. Transcripcién reversa del ARN a ADNc: Luego del ingreso del ARN viral, por
accion de la enzima transcriptasa reversa, este sufre un proceso de
retrotranscripcion que convierte el ARN de cadena simple en ADN de doble
cadena. Este mecanismo es altamente complejo y es responsable de la
capacidad que posee el virus de recombinacion de material genético propio de
los retrovirus y por ende del VIH-1 (Cullen et al., 1991).

4. Integracién: Una vez sintetizado el ADN proviral, la integrasa se encarga de
transportarlo al nucleo y unirlo covalentemente en sitios aleatorios del ADN
celular, esta propiedad permite al virus desarrollar una infeccion persistente en

su hospedero (Wei et al., 1995).
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5. Transcripcion: La iniciacion de la transcripcion del provirus, depende de
factores celulares y virales que interaccionan con las secuencias reguladoras
localizadas en la regiéon U3 de la LTR. Estos elementos celulares se unen al
promotor viral y aumentan la expresién genética del VIH-1 en respuesta a la
estimulacién celular por diferentes mecanismos, como citoquinas exogenas, y
permiten la formacion y activacion del complejo transcripcional primario con la
ARN polimerasa Il (Straszer and Hurt, 2001).

6. Sintesis proteica: la sintesis de las proteinas virales puede ocurrir en los poli
ribosomas libres del citoplasma o en la membrana del reticulo endoplasmico
rugoso segun la naturaleza de las proteinas. Algunas son sintetizadas como
poli proteinas y necesitan sufrir modificaciones postraduccionales.

7. Ensamblaje y salida del virion por gemacién: algunas de las proteinas
virales se ubican en los centros de ensamblaje para formar los nuevos viriones,
y son liberados mediante un proceso de gemacion a través de la membrana
plasmatica, trayendo parte de la membrana celular que contiene las
glicoproteinas de la envoltura. El viridon requiere la accidn de la proteasa para

formar una particula viral madura e infectiva (Carter Jonh B. , 2007).
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Figura 5. Esquema del ciclo de replicacion del VIH-1. 1) Unién de la gp120/gp41 a los
receptores de membrana y fusién. 2) Transcripcion inversa del material genético del virus.
3) Integracién del ADN viral en el ADN de la célula hospedadora. 4) Transcripcién del
ADN proviral y formacion del ARN mensajero viral. 5) Traduccion y sintesis de las
proteinas necesarias para la formacion de viriones. 6) Ensamblaje de los virus inmaduros.
7) Salida de los viriones al medio extracelular.

Tomado de: http://acerdelvih-sida.blogspot.com/2015/

2.3.2 Historia natural de la infecciéon por VIH-1

La infeccion por VIH-1 presenta tres fases que se esquematizan en la figura 6. La
primera de ellas denominada primo infecciéon o infeccién aguda, se caracteriza
por la deteccion de una alta viremia ademas de algunos sintomas clinicos
inespecificos leves tipo mononucleosis infecciosa, con fiebre, cefalea, mialgia,
dolor de garganta, rash y malestar general, observandose una disminucion del
numero de linfocitos T CD4+. Una vez resuelto este periodo de entre 2-6

semanas, y coincidiendo con la aparicion de inmunidad humoral y celular, la carga
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viral disminuye hasta alcanzar un valor que se mantendra estable durante la
mayor parte del curso de la infeccion, aunque algunos autores sostienen que muy
por el contrario, los niveles de ARN del VIH-1 en el plasma permanecen
relativamente constantes en ausencia de tratamiento y que este fendmeno es el
resultado del balance de la produccion y eliminacion del virus, creando un estado
estacionario, el cual constituye la segunda fase denominada periodo de latencia
clinica (Figura 6). Esta fase varia sustancialmente entre individuos, de hecho, el
periodo desde la infeccion hasta la muerte puede variar en mas de 10 afios (Moss
and Bacchetti, 1989). La mayoria de los pacientes (80-85%), denominados
progresores cronicos (PC), presentan una evolucién caracterizada por una
progresiva caida del numero de linfocitos T CD4+ durante un periodo de 8 a 10
anos, hasta presentar finalmente las enfermedades definitorias de sida en

ausencia de tratamiento antirretroviral (Mufioz et al., 1989).

Sindrome de infecciéon aguda por VIH
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Figura 6. Historia natural de la infeccion por VIH-1.

Tomado de: http://www.medicinahoy.org/vih.html
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Este patrén en la progresion de la infeccion no parece cumplirse en todos los
individuos infectados, ya que las recientes lineas de investigacion revelan que
existen poblaciones que muestran una evolucion muy diferente a la mencionada
anteriormente. Se ha reportado que existe una pequena proporcién de pacientes
infectados (10%), denominados progresores rapidos (PR), en los cuales, el
descenso en el numero de células T CD4+ se produce a una mayor velocidad,
entre 2 a 3 afnos después de la infeccidn, acompanado de altos niveles de ARN
viral en plasma que no disminuyen sustancialmente después de la infeccion
primaria (Casado et al., 2001).

Ademas, existe un pequefio grupo de pacientes infectados (5-10%), denominados
progresores lentos o no progresores a largo plazo (PL o LTNP), en los que el
numero de linfocitos T CD4+ se mantiene a niveles normales incluso después de
10 afios de infeccion y suelen presentar un nivel de ARN viral en plasma siempre
bajo (Bello et al., 2005; Buchbinder et al., 1994).

En los ultimos afios, se ha descrito un nuevo subgrupo de pacientes dentro del
grupo de LTNP, denominados “Supresores Elite”, “VIH controladores”, o “Elite no
progresores”. Se han definido como portadores del virus que mantienen la carga
viral por debajo de 50 copias/ml en ausencia de tratamiento antirretroviral (Deeks
and Walker, 2007; Dyer et al., 2008; Okulicz et al., 2009). Otros autores, definen a
este nuevo grupo como aquellos pacientes infectados durante mas de 10 afios,
que presentan determinaciones de carga viral plasmatica por debajo de 400
copias/ml sin terapia antirretroviral (Grabar et al., 2009). La prevalencia de este

tipo de pacientes entre la poblacion infectada por VIH, es dificil de determinar,
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debido a que en ausencia de manifestaciones clinicas el porcentaje de sub
diagndsticos es alto en esta poblacion. También existe una pequeia proporcién de
individuos que se exponen repetidamente al virus y permanecen seronegativos,
estos se consideran resistentes a la infeccion (Yang et al., 2013).

Tanto los progresores lentos o no progresores a largo plazo, los controles élite y
los individuos resistentes a la infeccion, por sus caracteristicas clinicas,
representan un modelo natural de control de la infeccién por el VIH. Por lo tanto,
es crucial comprender los factores viroldgicos, genéticos e inmunoldgicos, que
puedan estar contribuyendo a la supresion de la replicacion viral y/o control de la
infeccion, que presentan este grupo “especial” de individuos.

Generalmente con el paso del tiempo, ya sean 3 afios en los progresores rapidos
o hasta mas de 10 afos en los progresores lentos, se produce una gradual y
paulatina disminucién del numero de linfocitos T CD4+. Esta caida conduce a la
fase final, el sida. En este momento la concentracién de linfocitos T CD4+ es muy
baja y hay un incremento de la viremia circulante. Es entonces cuando el paciente
infectado puede desarrollar las infecciones oportunistas y otras patologias que

definen el sida que consecuentemente lo conducen a la muerte.

2.3.3 Respuesta inmune en la infecciéon por VIH-1

Los principales mecanismos implicados en la proteccion contra el VIH-1 estan
mediados basicamente por la accion citolitica de los linfocitos T CD8+ y los
anticuerpos producidos por las células B. Ademas hay factores solubles

producidos por activacion de los linfocitos T CD4+ (LT CD4+) y linfocitos T CD8+
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(LT CD8+) que tienen actividad antiviral y que pueden influir en la diferenciacion,
expansion y duracion de la respuesta T (Allen et al., 2000).

La respuesta mediada por las células T CD4+ se ha relacionado con un control
mas efectivo de la replicacion viral tras la infeccion primaria. Al parecer su funcion
radica en la diferenciacion, expansion y seleccion de las poblaciones linfocitarias,
ademas de ayudar en el mantenimiento y la maduracion de los LT CD8+ (Betts et
al., 2001).

Con respecto a las células T CD8+, se conoce que son el principal efector de la
respuesta inmune adaptada para eliminar las células infectadas por el virus, existe
evidencia tanto en modelos animales como en humanos de su importancia en el
control de la replicaciéon viral. Los LT CD8+ reconocen a las células infectadas
mediante la interaccion de los péptidos presentados por dichas células por accion
de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (HLA) clase | y el
receptor T CD8+. Se ha descrito una clara asociacién temporal entre estas células
y la disminucién de la viremia en la infeccion aguda (Koup et al., 1994).

Diferentes estudios han aportado evidencias sobre el potencial que tienen las
células asesinas (NK) para ayudar a controlar la infeccién por el VIH-1, tanto por
mecanismos citoliticos como no liticos. Entre estos ultimos se destaca la
capacidad de las B-quimoquinas MIP-1a, MIP-13 y RANTES, secretadas por las
células NK activadas, para bloquear la infeccidn por los virus que utilizan como
correceptor la molécula CCRS5, denominados cepas RS tropicas; en este bloqueo
las B-quimoquinas mencionadas inhiben competitivamente la union de la
glicoproteina de envoltura gp120 del VIH-1 al correceptor CCR5 (receptor natural

para esas [(3- quimoquinas). Ademas estas células han mostrado que intervienen
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en el control de la replicacion viral, con efectos antivirales directos y con la
activacion de células dendriticas, y otros componentes de la inmunidad innata

(Taborda, et al, 2014).

2.3.4 Terapia antirretroviral contra el VIH

El desarrollo de farmacos con capacidad de inhibir la replicacién del VIH y su

posterior uso en pacientes infectados, ha logrado alterar la evolucion natural de la

infeccion. De esta manera, una enfermedad rapidamente mortal se ha

transformado en una afeccidn crénica.

Los farmacos antirretrovirales contra el VIH tiene cuatro objetivos fundamentales:

1. Aumentar la esperanza y la calidad de vida.

2. Evitar la progresion de la enfermedad (reducir carga viral de VIH).

3. Devolver el sistema inmunitario a su estado normal y mantenerlo asi durante el
mayor tiempo posible (aumentar recuento de linfocitos T CD4+).

4. Minimizar la transmision del VIH a otras personas.

Como se ilustra en la figura 7 segun el mecanismo de accién, actualmente los

farmacos antirretrovirales se clasifican en 4 familias 1) inhibidores de la

transcriptasa reversa: analogos de nucletdsidos (ITRAN) y los inhibidores de la

transcriptasa reversa no analogos de nucleésidos (ITRNAN) 2) inhibidores de la

proteasa (IP) 3) inhibidores de entrada (IE) y 4) inhibidores de la integrasa (lIN)

(Infosida, 2017).

Estos medicamentos se dirigen frente a enzimas o estructuras virales que

desempenan una funcién clave en el proceso de replicacion.
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ITRAN 6 NRTI (por sus siglas en inglés): Interfieren en el proceso de la
transcriptasa inversa insertando dentro de la copia viral del ADN analogos
nucleosidos , haciendo que el proceso de replicacion fracase y evitando asi que el
virus se inserte en el nucleo de la célula para poder replicarse.

ITRNAN 6 NNRTI (por sus siglas en inglés): Interfieren en la misma etapa de los
ITIAN, pero utilizando un proceso quimico diferente, tienen una estructura quimica
heterogénea. Actuan de un modo no competitivo, a diferencia de los analogos de
los nucledsidos, sobre la transcriptasa inversa. Causan una ruptura en el sitio
catalizador de la enzima.

IP (Inhibidores de la Proteasa): Bloquean la accion de la enzima proteasa
encargada de la fragmentacion de las cadenas mas largas de proteinas, los IP
impiden que dicha fragmentacion tenga lugar. Consecuentemente, las proteinas
que resultan son copias defectuosas que si bien pueden destruir la célula que
infectd, ya no pueden infectar nuevas células.

IE (inhibidores entrada): Este tipo de medicamento interfiere en la entrada
del viriébn VIH a la célula diana, utiliza antagonistas de los correceptores celulares
y las glicoproteinas de superficie del virus para evitar que la infeccion se lleve a
cabo.

lIN (Inhibidores de Integrasa): Estos medicamentos bloquean la accién de la
enzima integrasa encargada de insercion del ADNc del VIH en la célula
hospedera, evitando que el material genético del virus quede integrado en el

genoma celular.
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Figura 7. Clasificacion de los farmacos antirretrovirales utilizados en el TARGA.

Tomada de: http://www.infosida.es/que-es-el-tratamiento-arv

El Tratamiento Antirretroviral de Gran Actividad (TARGA) se basa en
combinaciones de varios farmacos antirretrovirales; por norma general suele
tratarse de 3 farmacos de como minimo dos familias diferentes.

El esquema actual de terapia antirretroviral recomendado por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) y adoptado por la Secretaria de Salud de Honduras se
muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Esquema de tratamiento antirretroviral en adultos recomendado por la
OMS, 2013.

Tratamiento Primera linea Segunda linea
antirretroviral
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Esquema preferente TDF+3TC(o FTC)+EFV AZT+3TC+LPVIr
ABC+3TC+LPV/r AZT+3TC+ATVIr
Esquemas alternativos AZT+3TC+EFV (o NVP) TDF+3TC (o FTC)+ATV/r

TDF+3TC (o FTC)+ NVP TDF+3TC (o FTC)+LPV/r

Fuente: Organizacion Mundial de la Salud. Directrices sobre el uso de medicamentos
antirretrovirales para el tratamiento y la prevencion de la infeccién por el VIH. Ginebra:
Organizacion Mundial de la Salud. 2013. Notas: ABC: abacavir; TDF: tenofovir; 3TC: lamivudina;
FTC: emtricitabina; EFV: efavirenz; AZT: zidovudina; LPV/r. lopinarivr/ ritonavir; ATV/r:
atazanavir/ritonavir.

2.4 PARAMETROS CLINICOS QUE DETERMINAN LA
PROGRESION DE LA INFECCION POR VIH

2.4.1 Infecciones oportunistas

Clinicamente se considera que un paciente es un posible caso sida cuando tiene
alguna de las afecciones relacionadas en la fisiopatologia, el Centro para el
Control y Prevencion de Enfermedades (CDC), en Atlanta, EE.UU, ha elaborado
una lista con mas de 24 enfermedades clasificadas como infecciones oportunistas
(CDC, 1993).

En América Latina las enfermedades mas frecuentes asociadas al VIH que
conforman el sida son: la tuberculosis causada por Mycobacterium tuberculosis y
el complejo de Mycobacterium avium. Segun ONUSIDA las muertes relacionadas
con la tuberculosis entre quienes viven con el VIH han descendido en un 32%
desde el afio 2004, pero aun asi la tuberculosis sigue siendo la principal causa de
muertes entre quienes viven con el VIH; lo que supone una de cada tres muertes

relacionadas con el sida. En 2014, el porcentaje de pacientes con tuberculosis
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identificados como seropositivos que iniciaron o continuaron el tratamiento
antirretroviral llego al 77% (ONUSIDA, 2015a).

Ademas, la neumonia por Pneumocystis carinii, candidiasis, infecciones por
Citomegalovirus, Herpes y ciertos tipos de cancer son también parte de la carga
de enfermedad mas frecuente en los pacientes infectados con el VIH y dentro las
afecciones con compromiso neurolégico se pueden mencionar la encefalitis por
Toxoplasma gondii y meningitis por Cryptococcus neoformans.

Suele ser frecuente que un enfermo en esta fase padezca varias afecciones
indicadoras del sida. Actualmente, ademas de las enfermedades indicadoras de
sida, también se ha incluido para el informe de caso sida a pacientes con recuento
de células CD4+ <200 por mm?, con independencia del estado clinico en que se
encuentren. Esto se conoce como sida inmunologico (ONUSIDA, 2011). También
se puede clasificar la infeccion por VIH desde el punto de vista clinico en las 3
fases siguientes:

Fase precoz o aguda: El VIH se disemina e invade muchos tejidos,
especialmente el sistema linfatico. El paciente infectado puede no presentar

sintomatologia.

Fase intermedia o cronica: En esta fase persiste la proliferacion viral, aunque a
bajo nivel. Los pacientes suelen ser asintomaticos, con adenopatias o sin ellas,

recuento bajo de plaquetas y minimos trastornos neurologicos.

Fase final o de crisis: coincide con una profunda alteracion del estado general

del paciente, aparicion de graves infecciones oportunistas, alteraciones
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neurologicas y ciertas neoplasias. Es el momento en el que se considera que el

infectado con el VIH tiene sida (InfoSIDA, 2015).

2.4.2 Determinacion de carga viral de VIH

La carga viral es el término empleado para referirse a la cantidad de viriones de
VIH que un individuo infectado tiene en circulacion. Las pruebas de carga viral
miden la cantidad de material genético del VIH en sangre. Los resultados de una
prueba de carga viral se expresan como términos absolutos (numero de copias de
ARN del VIH en un mililitro de sangre) y logaritmicos. Los logaritmos son medidas
exponenciales que sirven para comprender la evolucion (si el VIH avanza o se
suprime) del virus. La metodologia empleada es la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) en tiempo real (ONUSIDA, 2017).

El objetivo del tratamiento antirretroviral es mantener la carga viral indetectable.
En general, se considera que una carga viral es indetectable cuando se situa por
debajo de las 50 copias/mL; no obstante, en la actualidad, el significado de
“‘indetectable” depende del método de analisis empleado en cada hospital, y puede
ser inferior a 20, 37 o 50 copias por mililitro. Por tanto, aunque no se detecten
copias del virus en la prueba, puede haber pequefias cantidades de virus en la
sangre de los pacientes con carga viral “indetectable”.

Ademas, es necesario recordar que el analisis de carga viral solo mide la cantidad
de virus en la sangre, y no la cantidad de VIH en otros 6rganos del cuerpo como
los ganglios linfaticos, fluidos genitales, el bazo o cerebro. Cuando los niveles de

VIH disminuyen en la sangre, también lo hacen el tejido linfatico y en los fluidos
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genitales como el semen, pero no al mismo tiempo ni en la misma proporcion
(infosida, 2017).

La determinacién de la carga viral forma parte de las pruebas rutinarias en el
seguimiento clinico de las personas con el VIH y sirve para valorar la respuesta al
tratamiento antirretroviral y la progresion de la infeccion en un individuo. Se
consideran que una carga viral de 500 o menos copias de ARN del VIH por ml es
baja, mientras que una carga viral de 40,000 o mas de copias de ARN del VIH por

ml se considera alta.

2.4.3 Recuento de linfocitos T CD4+

Los linfocitos T CD4+ son un tipo de células que constituyen una parte esencial
del sistema inmunitario. Su funcion principal es la de activar al propio sistema
inmune alertandole de la presencia de patdogenos o de una replicacién errénea de
células humanas. Ademas son las células blanco en la infeccion por VIH, por lo
que la principal consecuencia de la replicacion persistente del virus es la reduccion
gradual del numero de linfocitos T CD4+, lo que eventualmente conduce a la
pérdida de la competencia inmunologica (Noda-Albelo et al., 2013).

La determinacién en el laboratorio del numero de linfocitos T CD4+ se realiza
mediante la utilizacidn de la citometria de flujo y es un parametro indispensable en
la atencion médica a los pacientes infectados con VIH, se emplea para estadificar
la infeccion y como para evaluar la progresién a enfermedad. Cierto nivel de
células CD4+ sirve como referencia para iniciar profilaxis contra infecciones

oportunistas y/o para iniciar tratamiento antirretroviral.
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El conteo de células CD4+ es también un indicador de respuesta al tratamiento
antirretroviral. Se considera una adecuada respuesta a la terapia antirretroviral a
un incremento en el conteo absoluto de células CD4+ en un rango de 50 a 150
cel./uL por afo, con una respuesta acelerada en los primeros 3 meses.
Incrementos subsecuentes en pacientes con adecuado control virolégico muestran
un incremento en 50 a 100 cel./uL por afo hasta que se alcanza la estabilizacion.
Por lo general, una persona no infectada con VIH tiene un recuento de entre 500 y
1600 cel./ yL. Durante la progresion de la enfermedad, el numero de células CD4+
se ve cada vez mas reducido, pudiendo llegar a niveles inferiores a 500 cel./ pL si
no se aplica tratamiento antirretroviral. El umbral critico de CD4 esta fijado en las
200 cel./ pL: por debajo de esta cantidad, se considera que existe un riesgo serio
de sufrir infecciones oportunistas y otras enfermedades; por encima de ese valor,
ese riesgo se reduce o incluso puede llegar a desaparecer.

Ademas del numero de células también se considera el porcentaje de linfocitos T
CD4+ en relacion con el numero total de leucocitos como indicador de progresion,
tener un porcentaje de células CD4 en torno al 14% es un indicador del mismo
nivel de riesgo de enfermar que un recuento de CD4+ de 200 cel./uL (Infosida,

2017).

2.5 FACTORES IMPLICADOS EN LA PROGRESION A SIDA

El curso de la infeccién con el VIH muestra una amplia variabilidad en cuanto a la
progresion de la enfermedad entre los individuos. Es por esa razén que las

recientes lineas de investigacion se han dedicado a estudiar qué factores o

condiciones presentan estos pacientes, tanto para progresar a sida en poco
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tiempo o para mantenerse con la infeccion sin dafio aparente por mas de 10 o 15
anos o hasta para resistir la infeccion por VIH (Casado et al, 2010).

Numerosos estudios han demostrado que no se trata de un solo factor sino que la
velocidad de progresion a enfermedad en un individuo depende de varios factores
entre ellos: los factores virologicos (aquellos que son propios de la cepa viral)
(Sandonis et al., 2009) (Kouri V, et al, 2015). Ya se habia mencionado que el
VIH-1, debido a su condicién de retrovirus, necesita de una enzima para transcribir
su genoma (transcriptasa reversa), la cual tiene una tasa de error muy alta, lo que
hace que el virus presente una gran cantidad de mutaciones haciéndolo
extremadamente variable (Mwimanzi et al. 2013). En algunas ocasiones estas
mutaciones le confieren mayor virulencia o resistencia a la TARGA, en cambio en
otras ocasiones el virus se ve perjudicado ya que se limita su infectividad, o su
propiedad de replicacion haciéndolo menos virulento y por ende el individuo puede
controlar la infeccion (Lum et al., 2003).

Ademas también existen los factores propios del hospedero los cuales pueden ser
genéticos o inmunologicos (Lama & Planelles, 2007); estos son aquellos con los
cuales se nace y es la combinacion de los alelos la que determina que algunos
individuos tengan mayor susceptibilidad o resistencia a determinados agentes
infecciosos. En el caso del VIH, estos determinantes genéticos pueden estar
involucrados en el desarrollo de una progresion rapida o lenta a sida, o incluso en
la resistencia a la infeccidn, ademas de la posibilidad de adquirir o tener proteccion
a determinadas infecciones oportunistas o algunos tipos de cancer. A continuacion

se mencionan algunos ejemplos de estos factores.
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2.5.1 Factores virolégicos

La progresion lenta o rapida a la enfermedad en los pacientes infectados con VIH
puede estar mediada por la cepa de virus que esté causando la infeccion. La
enorme variabilidad del virus hace que existan miles de variantes aun dentro del
mismo organismo (persona infectada). En el afan de aumentar la replicacion, la
transcriptasa reversa, cuya tasa de error es muy alta, provoca muchas mutaciones
gue hacen que el virus adquiera o pierda propiedades importantes.

En el caso de los progresores lentos, diversos estudios han sugerido que estos
grupos de pacientes pueden estar infectados con virus defectuosos o atenuados
que facilitarian el control de la replicacion viral. Las cepas con mutaciones que
limitan la actividad o inactivan el gen nef han mostrado ser menos virulentas y
prolongar el periodo de latencia ya que el hospedero puede controlar la infeccion
debido a que el virus no es capaz de replicarse correctamente y ser infectivo en
relacion a un virus silvestre (Calugi et al., 2006; Sandonis et al., 2009).

Algunos estudios han descrito que mutaciones o deleciones en genes accesorios
(rev, tat, vif, vpr y vpu), pueden afectar la virulencia de la cepa viral, causando
menor dafo al portador y por ende se es capaz de controlar la infeccion y se
mantiene asintomatico por largo tiempo (Lum et al., 2003; Piguet et al., 2000).
Ademas existen cepas cuyas mutaciones les confieren un factor de virulencia
superior (Casado et al., 2005), haciéndolas tan agresivas que en un par de afios
se ve comprometido el sistema inmune del paciente. La mayoria de los reportes

coinciden en que estas cepas se caracterizan por presentar en los hospederos
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altas tasas de replicacion; por ende altas cargas virales y bajos recuentos de
linfocitos T CD4+ poco tiempo después de la infeccion.

Uno de los mas recientes reportes es sobre la forma recombinante circulante
(CRF) supervirulenta de Cuba denominada CRF19_cpx. Los analisis sugieren que
los ancestros de esta nueva variante son un intersubtipo AG de Camerun y el
subtipo D de Gabon (Powell et al., 2007), y se ha reportado su fuerte asociacion
con rapida progresion a enfermedad, produciendo sida en un lapso de 3 afios
después de la seroconversion. El estudio de Casado y colaboradores muestra
asociaciones robustas y significativas con la presencia de infecciones
oportunistas, altos niveles de carga viral, mayor actividad de la proteasa, y uso del
co-receptor CXCR4, que sugieren que CRF19 _cpx puede ser un virus mas
patogeno.

Sin embargo, estos hallazgos son controversiales debido a que otros estudios
sugieren que algunos supresores élite estan infectados con virus patogénicos y
aun asi se mantienen sin desarrollar enfermedad (Bailey et al., 2007; Blankson et
al., 2007). Por ejemplo en otro estudio se documenta la superinfeccion de un
supresor élite con otro aislamiento de VIH-1 y se demostr6 que mientras este
paciente mantenia un control relativo de la carga viral plasmatica, otros dos
pacientes infectados con el mismo aislamiento viral, presentaban altas cargas
virales (Rachinger et al., 2008). Esto indica que aun las cepas muy virulentas
pueden ser controladas si el hospedero cuenta con las herramientas genéticas
necesarias para limitar la infeccion.

En general la extrema variabilidad genética del VIH no so6lo es un evento que

concierne a mutaciones aleatorias sino que es una estrategia del virus que le
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permite ser capaz de evadir la respuesta inmunoldgica durante el transcurso de la
infeccion en un individuo, principalmente a nivel del antigeno de leucocito humano
(HLA) y el receptor del linfocito T (TCR); es decir durante la union del péptido viral
antigénico al HLA y el reconocimiento subsiguiente al receptor de células T (TCR).
Por lo cual el sistema HLA juega un papel determinante ya que la union del
péptido a las moléculas HLA es el primer paso para iniciar la respuesta inmune
especifica, esta unidén es critica y depende de la afinidad del péptido al sitio de

union.

2.5.2 Factores genéticos del hospedero

Los principales factores inmunogenéticos relacionados con la susceptibilidad a la
infeccion por el VIH-1 y la progresion a sida estan relacionados con 3 familias de
genes del hospedero: 1. Polimorfismos genéticos que afectan la capacidad de
entrada del virus al interior de las células como es el caso de los receptores de
quimiocinas y 2. sus ligandos; 3. antigenos leucocitarios humanos HLA clase | y Il
responsables de la presentacion de antigenos y de regular la respuesta inmune
especifica de la infeccion en el hospedero (Peterson et al., 2013; Sobieszczyk et

al., 2011).

2.5.2.1 Receptores de quimiocinas y sus ligandos

Los receptores de quimiocinas son proteinas de membrana celular, que se
encuentran en los leucocitos y otras células de los vertebrado cuya funcién
fisiologica es actuar como sitio de union a las citocinas quimiotacticas o
quimocinas llamadas asi por su capacidad de activar y atraer diversas familias de
leucocitos hacia los sitios donde se necesitan. Ademas son de gran importancia en
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multiples procesos fisiologicos y patoldgicos como: desarrollo de la respuesta
inmune, embriogénesis, inflamacion, y desarrollo del cancer y metastasis. (
Comerford I, & McColl R, 2011).

Los receptores de quimiocinas estan acoplados a receptores de proteinas G con
siete dominios transmembrana que se encuentran en la superficie de los
leucocitos. Se han descubierto diecinueve receptores de quimiocina distintos, que
se dividen en cuatro familias dependiendo del tipo de quimiocina al que se unen;
los receptores CXCR se unen a quimiocinas CXC, los receptores CCR se unen a
quimiocinas CC, los CX3CR1 se unen a la unica quimiocina CX3C (CX3CL1), y el
receptor XCR1 se une a las dos quimiocinas XC (XCL1 y XCL2) (Lolis E, &
Murphy J, 2007).

Los principalmente receptores de quimiocinas utilizados por el VIH como co-
receptores para su entrada en la célula hospedera son: CCR5 y CXCR4. Existen
determinadas mutaciones en dichos receptores que afectan la susceptibilidad de
linfocitos y macrofagos a la infeccion por el VIH y pueden afectar la velocidad de
progresion de la infeccion.

Mutacién CCR2-64l. Esta alteracion es producida por una variante alélica del
correceptor CCR2 y ocurre por la sustitucion de una Valina por una Isoleucina (V-I)
en la posicion 64 de dicha molécula, lo cual se ha asociado con una evolucion
lenta a sida. No esta muy claro como esta mutacion retrasa la progresion de la
infeccion, puesto que la Valina y la Isoleucina son aminoacidos similares que
tienen las mismas caracteristicas funcionales y quimicas, pero se cree que esta

mutacion puede influenciar indirectamente la afinidad de CCRS5 por la gp120 del
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VIH-1, debido a que puede presentarse ligada a una mutacion en la region

reguladora de CCRS (Louisirirotchanakul et al., 2002; Smith et al., 1997).

Mutaciones en los ligandos. Mutacion en el factor derivado de las células
estromales 1 (SDF1-3A). El SDF-1 es la quimiocina que actua como el ligando
natural de CXCR4; es producida por células del estroma de la médula 6sea,
organos linfaticos y diversas células de diferentes tejidos, con la excepcion de los
leucocitos. Hasta el momento, se ha descrito una mutacién en el gen que codifica
esta quimiocina, que involucra el cambio de una guanina por una adenina (G-A) en
la posicion 801 de la regién no traducida 3'.

Cuando esta mutacion se presenta de forma homocigota, se asocia con una
evolucion lenta de la enfermedad, debido a que dicha mutacion induce la
produccion de grandes cantidades de SDF-1, que estaria limitando Ia
disponibilidad de CXCR4 vy, por consiguiente, la infeccion por el VIH-1,

especificamente por las cepas virales X4 (Soriano et al., 2002).

2.6 DELECION DE 32 PARES DE BASES EN EL CORRECEPTOR
CCRS5 (CCR5A32)

El receptor CCR5 se expresa en la superficie de células del sistema inmune. El
gen que lo codifica se localiza en el cromosoma 3 (region p21.3) y contiene un
unico exon (Samson M. et al., 1996). Su estructura se compone de 7 dominios
transmembrana, 3 bucles extracelulares y 4 intracelulares, un dominio N- terminal
extracelular y un dominio C-terminal intracelular, cuando un ligando se une a
CCRS5, el receptor lleva a cabo un cambio conformacional que activa la proteina G

que se encuentra ligada a los dominios intracelulares del receptor.
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Muchas células del sistema inmune pueden expresar el receptor CCR5 entre ellas:
linfocitos T, células asesinas (NK), células de Langerhans, monocitos, macrofagos,
células dendriticas inmaduras y basdfilos. Cuando las quimiocinas se unen al
CCRS de estas células efectoras inmunes o células presentadoras de antigenos,
se activan y se induce su migracion con el objetivo de crear una respuesta frente
agentes extranos. De las células que expresan CCRS5 tan solo aquellas que
ademas expresan el receptor CD4 son potencialmente susceptibles de sufrir
infeccion por el VIH.

Después de innumerables trabajos de investigacion a mediados de los afos
noventa se profundizé en la explicaciéon del ciclo de replicacién del VIH y se
descubrid que el CCRS5 juega un papel importante como correceptor del VIH y

junto al CD4 es responsable en la entrada y fusion del virus a la célula.

Célulaj' CD4+

(D > T

CCR5 |

—_— — 1
Fijacion Fusién con
9p120 al receptor la membrana
gp41

Viriéon del VIH

Figura 8. Rol del CCR5 como correceptor en la entrada y fusion del VIH a la célula.

Tomada de: Dennis L. Kasper, Anthony S. Fauci, Stephen L. Hauser et. al. Principios de

Medicina Interna, 19 e: www.accessmedica.com

Como se ilustra en la figura 8, el ingreso del virion a la célula esta mediado por la
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interaccidn especifica de la gp120 con el receptor CD4 presente en los linfocitos T,
la unién viridbn-célula lleva al proceso de fusidon de las membranas, que es
facilitado por la glicoproteina de envoltura gp41 y los correceptores de los
linfocitos y monocitos, CCR5 principalmente. Esta unién desencadena cambios
conformacionales sobre la membrana de la célula, dando lugar a la entrada del
genoma viral al citoplasma celular.

Es indiscutible la gran relevancia que tiene los correceptores en el ciclo de
infeccion del VIH ya que sin la presencia de estos; este proceso no podria llevarse
a cabo, lo cual explica que el CCR5 se convirtiera en objetivo de investigacion y
posible blanco en la prevencién y tratamiento de la infeccidn por VIH.

Una de las mutaciones mas conocidas identificada en 1996 es la delecién de 32
pares de bases en el gen que codifica para el correceptor CCR5 denominada
CCR5-A32. Esta delecion tiene un efecto dominante que introduce
prematuramente un codon de parada en el gen del CCR5 que hace que se
sintetice como producto final una proteina incompleta, no funcional, que queda
atrapada en el reticulo endoplasmico, por lo que este correceptor no se expresa
en la superficie de la célula (Dean M, 1996, Michael NL, 1997). Como
consecuencia, esto provoca la incapacidad del virus para anclarse al correceptor
CCRS y su entrada en la célula.

Por lo que esta mutacion confiere una mayor proteccion contra el VIH a los
individuos que la portan, y a su vez hace que los individuos infectados progresen
mas lentamente a sida que las personas con el correceptor CCR5 normal. Por
esta razon se asocio con la resistencia a la infeccidn por VIH (cepas X5) cuando

estaba presente en homocigosis (Liu et al., 1996) aunque la homocigosis para la
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CCR5A32 es un factor de proteccion contra la infeccion por el virus, esta
proteccion no es absoluta y se han descrito individuos homocigotos infectados. En
estos casos, la infeccion generalmente es producida por cepas de virus X4, que
utilizarian el correceptor CXCR4 (Ballana et al, 2012). Ademas esta mutacion se
ha asociado con una reduccion en la velocidad de progresion a enfermedad
cuando se encuentra presente en heterocigosis (Marmor et al., 2001). Esto se
explica porque los individuos heterocigotos disminuyen el numero de
correceptores en la superficie celular disponibles para la entrada del virus
limitando la infeccion debido a que es mas dificil que los nuevos viriones de VIH
infecten las células blanco.

Este alelo se encuentra distribuido de manera heterogénea en la poblacién y su
frecuencia esta muy relacionada al origen étnico, se ha reportado en alta
frecuencia en caucasicos hasta 20% en europeos, pero es raro en los africanos y
los asiaticos; por lo que se cree que fue en poblacién del norte de Europa donde
surgi6 como resultado de la fuerte seleccion positiva, tal vez por agentes
selectivos como la peste bubdnica o la viruela durante la Edad Media, sin
embargo, hay estudios que utilizando mapas genéticos estiman que es probable
que el polimorfismo CCR5A32 haya surgido hace mas de 5.000 afios (Sabeti et al,
2005).

Aunque los estudios son limitados en poblacion hispanoamericana en paises
como Meéxico, Brasil, Argentina, y Costa Rica se han reportado frecuencias de
oscilan del 4-15% en heterocigosis y hasta 2.5 % en homocigosis (Valadez-

Gonzalez, 2011) (Motta et al, 2000).
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Ademas de su asociacion con la infeccion de VIH este polimorfismo es conocido
por estar asociado con susceptibilidad a otras enfermedades infecciosas e
inflamatorias, tales como osteomielitis, pre eclampsia, lupus eritematoso sistémico,
artritis idiopatica juvenil entre otras ( Silva Carvalho, 2016).

También se han descrito diferentes polimorfismos en la region promotora de
CCR5, que conducen a una menor expresion de este correceptor en la superficie
de los macrofagos y se ha asociado con una progresion mas lenta de la

enfermedad en portadores del VIH-1. (McDermott et al., 1998).

2.7 COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD

Los genes del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) son denominados asi
por ser el sistema genético con mayor responsabilidad en el rechazo o aceptacion
de los trasplantes. Este sistema génico fue descubierto en 1945 cuando Jean
Dausett observo que algunos sueros de pacientes tratados con transfusiones de
origen diverso, contenian anticuerpos contra los globulos blancos, lo que
determind que se les llamara antigenos leucocitarios humanos (HLA), pero fue
hasta 1967 a través de otras investigaciones que se establecié en forma definitiva

la naturaleza del HLA (Hersh and Harris, 1968).

2.7.1 Organizacion genémica y funcién del sistema HLA

El sistema HLA es un complejo de genes estrechamente ligados, localizados en
una extension de 3,6 Mbps (3,600,000 pares de bases) en el brazo corto del
cromosoma 6 (6p21.31- 6p21.33). Contiene 140 genes flanqueados por

los marcadores genéticos MOG y COL11A2 (Abbas Abul K, 2012). Esta region se
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caracteriza por tener alta densidad genética, alto grado de polimorfismo y
desequilibrio de ligamiento (Consortium, 1999).

El sistema HLA se encuentra dividido en tres regiones, cada una de las cuales
codifica para moléculas distintas en cuanto a distribucion celular, estructura
quimica y funcion. Como se observa en la figura 9. Esquema del Complejo Mayor
de Histocompatibilidad, las moléculas de HLA-I se subdivide en seis loci: HLA-A, B
y C son denominados “clasicos”; cuya funcion consiste en la presentacion de
antigenos a los linfocitos T CD8+. En cambio los loci HLA-E, F y G son
denominados “no clasicos” y presentan funciones especializadas, no presentan
antigenos a los linfocitos T, sino que se unen a receptores inhibidores de
las células asesinas NK (del inglés natural killer). Todos estos loci codifican la
cadena a de las moléculas HLA que se expresan en la superficie de todas las
células nucleadas del organismo y llevan unidos péptidos endégenos que pueden
ser propios o derivados de microorganismos (Mingari et al., 1996).

Las moléculas HLA-Il se encuentran divididas en “clasicas", que presentan
péptidos a los linfocitos T CD4; dentro de este grupo se encuentran: HLA-DP,
HLA-DQ, HLA-DR; las "no clasicas", accesorias, con funciones intracelulares (no
estan expuestas en la membrana celular sino en membranas internas, de
los lisosomas); normalmente, cargan los péptidos antigénicos sobre las moléculas
HLA-Il clasicas; en este grupo se incluyen HLA-DM y HLA-DO (Brown et al.,

1993).
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Figura 9. Mapa genético del Sistema HLA.

Tomado de: Expert Reviews in Molecular Medicine©2003 Cambridge University Press

Las moléculas HLA Clase-ll se expresan en la superficie de las células
presentadoras de antigeno, como los linfocitos B, monocitos, macrofagos, células
dendriticas, células de Langerhans y linfocitos T activados, y llevan unidos
péptidos derivados de proteinas exdgenas y las presentan a los linfocitos T CD4+.
La Clase-lll, aunque tiene una funcion completamente diferente a las clases | y Il,
se estudian en conjunto ya que se situan en el mismo espacio genético. Contiene
genes que codifican varias proteinas secretadas que desempefian funciones
inmunitarias: componentes del sistema del complemento (como C2, C4 y factor B)
y moléculas relacionadas con la inflamacién (citoquinas como TNF-a, LTA, LTB) y

las proteinas de choque térmico (HPS) (Carroll et al., 1985).

2.7.2 Estructura y denominacion del sistema HLA Clase |

La molécula funcional del CMH clase | estd compuesta por una cadena pesada

gque se denomina a, la cual presenta tres dominios extracelulares denominados
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a1, a2 donde se encuentra el sitio de unién, el cual puede unirse a un fragmento
de un péptido extrano de entre 8 y 10 aminoacidos. Como esta hendidura es
demasiado pequefia para albergar una proteina globular intacta, es necesario que
la proteina sea procesada para dar lugar a fragmentos mas pequefios que se unan
a las moléculas HLA clase | y puedan ser presentadas a los linfocitos T (Klein and
Sato, 2000). ElI dominio a3 es un segmento transmembranal que posee una
porcidon intracitoplasmatica que tiene un C-terminal. La cadena a se une de
manera no-covalente a una cadena de 32 microglobulina, que es codificada fuera
del sistema HLA (Klein and Sato, 2000) como se ilustra en la figura 10. Estructural

funcional de las moléculas HLA Clase |.

: ! s
[ Segmento transmembranal ™ Membrana plasmatica ]

W -

Figura 10. Estructura funcional de las moléculas HLA Clase I.

Adaptada de: http://bloggeneticalb12.blogspot.com/
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2.7.3 Caracteristicas del sistema HLA Clase |

Dentro de las caracteristicas del sistema HLA podemos mencionar:

1. Es poligénico; esta constituido por varios genes clasificados en tres regiones.

2. Alto grado de polimorfismo; existen multiples alelos para cada locus. Los
distintos alelos difieren entre si en la habilidad para unir y presentar con mayor
eficacia diferentes antigenos proteicos. Cada individuo puede tener dos alelos
diferentes para cada gen, y la mayor parte de los individuos de una poblacién son
heterocigotos para cada gen de este sistema.

3. Presenta desequilibrio de ligamiento, es decir, diferentes alelos de distintos
genes se encuentran en el mismo cromosoma con una frecuencia mayor a la
tedricamente esperada en una combinacion al azar, por lo que se heredan en
haplotipos (Casado et al, 2010).

Como ya se menciond, una de las caracteristicas inherentes del sistema HLA es
su enorme variabilidad, debido al gran polimorfismo genético que posee, se le
atribuye ser el sistema genético mas polimorfico en los humanos. Siendo asi que
hasta la fecha la base de datos del proyecto internacional InMunoGeneTics
(IMGT) que incluye las secuencias de alelos oficiales nombradas por el Comité de
Nomenclatura de Alelos del sistema HLA de la OMS reporta 12,544 alelos de
Clase |, 3,968 alelos del locus A, 4,828 alelos del locus B y 3,579 para el C.
(IMGT/HLA, 2017). En la figura 11. Puede verse como se ha incrementado el

numero de alelos HLA reportados en los ultimos treinta afios.
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Figura 11. Numero de alelos HLA reportados en los ultimos treinta anos.

Fuente: IMGT/HLA, 2017

Los genes del sistema HLA se heredan de manera co-dominante, con un patrén
de segregacion mendeliano, es decir cada individuo hereda un grupo de alelos de
la madre y otro del padre, esta recombinacion de alelos aumenta la variabilidad y
hace que su frecuencia sea distinta entre las poblaciones humanas y genera una
gran heterocigocidad (Abbas Abul K, 2012); esto parece ser un elemento
importante en la union al péptido y en el curso de la infeccion por VIH y en la
progresion a sida.

Todas estas propiedades hacen que el MHC sea uno de los sistemas genéticos
mas complejos y con gran significado clinico que poseemos. Siendo asi que hoy
en dia la tipificacion de los alelos HLA es de suma utilidad para estudios de:

1. Evolucion molecular

2. Trasplante de 6rganos y tejidos
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3. Asociacion con enfermedades autoinmunes y enfermedades infecciosas
4. Antropologia molecular

5. Farmacogenética y farmacogendmica

2.7.4 Alelos HLA implicados en la progresion o proteccion en el desarrollo de
sida en individuos portadores del VIH-1

La respuesta inmune celular especifica contra el VIH-1 esta condicionada por los
alelos del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) del individuo. Varios
estudios han sugerido que alelos especificos en los loci HLA estarian asociados
con diferentes tasas de progresion de enfermedad en individuos portadores del
VIH-1 (Gao et al.,, 2010; Paynea et al., 2013). Esto podria explicarse por la
diferente habilidad de los distintos alelos para presentar de forma eficiente los
epitopos virales.

Los estudios que sefalan una asociacion entre el avance de la infeccion por el
VIH-1y la expresion de ciertos alelos del HLA se han centrado en la premisa de la
homocigocidad/heterocigocidad. En el caso del HLA-I se pueden expresar de tres
a seis moléculas diferentes, de ser homocigoto o heterocigoto, respectivamente,
que seran las encargadas de hacer la presentacidn antigénica a los linfocitos T
citotoxicos (LTC). Mientras mas heterocigoto sea el individuo, mayor cantidad de
variantes virales podra presentar, desarrollando una respuesta efectiva contra el
VIH-1 y por ende limitando el desarrollo de la infeccion, y manteniéndose
asintomatico por periodos mas prolongados de tiempo que aquellos que son

homocigotos y tienen una capacidad limitada de presentar variedad de antigenos.
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Ademas este hecho es probablemente debido a: 1) la naturaleza de los péptidos
presentados por estas moléculas, 2) al efecto de las mutaciones de escape en
estos epitopos sobre la eficacia viral y 3) a la fuerza y naturaleza de la respuesta
especifica de los LTC contra estos péptidos (Rugeles at al., 2012).

De los tres loci denominados clasicos del CMH-Clase |, se ha demostrado que el
HLA-B tiene un papel dominante en la respuesta de los LTC contra el VIH-1,
comparado con los otros dos loci; estas diferencias se pueden explicar
parcialmente por el mayor polimorfismo que exhiben estos alelo en la poblacién,
ademas sumado al hecho de que las respuestas generadas son de mayor
magnitud en comparacion con las que ocurren en el contexto de HLA- Ay C.

Uno de los alelos mas estudiado ha sido el HLA-B*27 el cual ha mostrado una
fuerte asociacion como factor protector de la enfermedad, en varias cohortes se ha
encontrado sobre expresado en los pacientes controladores élite y por lo tanto se
asocio con el control de la replicacion viral y a la lenta progresion a sida (Naruto et
al., 2012) (Peterson et al., 2013; Schneidewind et al., 2007). Se cree que los
pacientes infectados por el VIH que poseen el alelo HLA-B*27 son capaces de
controlar mejor el virus debido a su fuerte respuesta inmune.

Los estudios demuestran que los pacientes con HLA-B*27 mantienen los valores
de los linfocitos T CD4+ estables durante afos y presentan altos niveles de
linfocitos T CD8+ especificos durante la fase asintomatica del VIH. Ademas se
conoce que el VIH puede escapar de la presidon selectiva de los LTC, pero en el
caso de los pacientes con HLA-B*27 poseen LTC especificamente seleccionados
para el epitopo p24 del gen gag (Gag p24), el cual no suele mutar con facilidad y

se considera que es una proteina conservadora del VIH. Por lo que cuando una
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variante mutada sobrevive, los LTC especificos de antigenos B*27 siguen
reconociendo este epitopo mutado (Rodriguez-Silva et al., 2016).

En un estudio realizado en Argentina se observo que el alelo HLA-B*27 estuvo
significativamente disminuido en los pacientes con sida comparados con los
pacientes VIH-1 positivo asintomaticos, con frecuencia de 2.9% y 25%
respectivamente (de Sorrentino et al., 2000).

Por el contrario, en investigaciones realizadas en otras poblaciones no parece
cumplirse esta relacion entre el alelo HLA-B*27 con la lenta progresion a
enfermedad (Bello G. et al., 2005; Pereyra F et al., 2008) e incluso un estudio
mostro una asociacion del alelo HLA-B*27 con la rapida progresiéon de la
enfermedad entre los afroamericanos estudiados (Uyl et al., 2004). Estos datos
resaltan la importancia del origen étnico sobre la progresion del VIH-1 que ya ha
sido mencionada en otros factores genéticos como el CCR5A32. El alelo HLA-
B*27 se considera de distribucién universal, esta presente en el 1.4-8% de los
ciudadanos de los principales continentes, pero este porcentaje es mayor (8-20%)
en los caucasicos, dependiendo de su distribucion geografica, presentando una
mayor prevalencia en las zonas del norte de Europa (IMGT/HLA, 2017).

Otro alelo que también ha sido asociado como un alelo protector es el HLA*B57,
en estudios de cohortes de sujetos VIH positivo clasificados como no progresores
a largo plazo se ha encontrado que poseen este alelo entre 8-63%, siendo el
porcentaje mas alto en los controladores élite. Estas frecuencias alélicas tienen
diferencia estadisticamente significativas al compararlas con las de los sujetos en

los que la enfermedad evoluciona a sida que van de 2 al 24% (Naruto et al., 2012;
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Paynea et al., 2013). En Espafa se ha asociado fuertemente como un alelo
protector, y se ha relacionado con el sindrome de hipersensibilidad al abacavir una
droga que se utiliza como primera linea en la TARGA (Mallal et al., 2008). La
frecuencia del alelo HLA-B*57 varia considerablemente, esta presente entre el 1-
10% de caucasicos, africanos y asiaticos.

Otros alelos HLA que han sido reportados por presentar un efecto protector son: el
alelo HLA-B*5801 evaluado en controladores élite, el cual se une al epitopo
conservado del gag denominado TW10. Se ha observado que tiene control en la
replicacion: la presentacion de este epitopo permite la seleccion de una mutacion
asociada a una menor capacidad de replicacion del virus (Miura et al., 2009), y
parece ser que esta mutacion favorece el control de la infeccidn viral por parte del
sistema inmune.

HLA-B*62, B*55, B*44, B*14 y recientemente el alelo HLA-B*52 (Teixeira et al.,
2014), se han reportado como alelos protectores, ya que han sido fuertemente
asociados con progresion lenta a enfermedad en poblacion asiatica, americana e
hispana (Coloccini et al., 2014; de Sorrentino et al., 2000; Zhang et al., 2013).
Hasta la fecha se ha identificado una gran cantidad de alelos HLA que presentan
una fuerte correlacidon estadistica con la susceptibilidad a enfermedad, uno de los
mas frecuentes es el alelo HLA-B*35, el cual ha sido asociado con una acelerada
progresion a sida en distintos grupos de personas. En estado homocigoto se
incrementa la susceptibilidad, especialmente cuando se presenta una mutacion, ya
qgue el efecto de un simple cambio de aminoacido en el alelo B*35 puede modificar

la interaccion con el antigeno y relacionarse directamente con la progresion a sida.
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Se han reportado dos subtipos de HLA-B*35 basado en el tipo de aminoacido de
unién al péptido, el grupo HLA-B*35PY que une una Prolina en la posicion P2 y
una Tirosina en la posicion P9 corresponde al subtipo HLA-B*3501 (Gao et al.,
2001), en cambio el subtipo HLA-B*35PX, que corresponde a los alelos HLA-
B3502, HLA-B*3503, HLA-B5301 (se incluye por estar filogenéticamente muy
relacionado con el HLAB-35) y HLA-B35*04 también unen una Prolina en la
posicion 2, pero pueden unir diferentes aminoacidos en la posicion P9 como:
Valina, Leucina, Prolina y Metionina. Estos pequefios cambios se ven reflejados
en la respuesta de los linfocitos T citotoxicos, ya que al presentar diferentes
epitopos del antigeno en cada uno de estos alelos, cambia en patrén de respuesta
de las células inmunes. Por esta razon se ha relacionado en diferentes estudios al
subtipo HLA-B*35PX con una rapida progresion a sida (Jin et al., 2002). Una
posible explicacion a este fendomeno es que la molécula HLA-B*3503 se une con
gran afinidad al receptor inhibidor ILT4 (por la sigla del inglés de inmunoglobulin-
like transcript), una molécula que se expresa en las células dendriticas y que
podria inducir alteraciones funcionales en la célula (Huang et al., 2009). Otros
alelos HLA-B relacionados con rapida progresion a enfermedad son: HLA-B*0702
y HLA-B*0801 reportados en poblacién caucasica (Klgverpris et al., 2014,
Peterson et al., 2013).

Aunque los alelos del locus B han sido los mas estudiados en relacion a su papel
en la progresion a enfermedad en individuos portadores de VIH-1, cada vez hay
mas estudios que asocian alelos HLA-A y HLA-C con progresion del VIH entre

estos se pueden mencionar:
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El alelo HLA-A*24 ha mostrado una progresion rapida hacia sida en hombres
caucasicos que mantienen relaciones con individuos del mismo sexo (Rugeles
Lopez et al.,, 2010). En HLA-A*02 se ha observado una asociacion entre la
expresion de este alelo y una resistencia a la infeccion (Lui C et al., 2003).
Asimismo, un estudio desarrollado en el Este de Africa, evidencié que la presencia
del alelo HLA-A*02 se asocia con una reduccién de nueve veces en el riesgo de
transmision perinatal. El alelo HLA-A*03 se asocidé con progresion lenta de la
infeccidn en una cohorte china de individuos infectados, demostrando que estos
alelos presentan péptidos conservados del virus (Zhai S. et al., 2008).

Con respecto al HLA-C, existen menos estudios realizados, pero cada vez hay
mas evidencia que asocia este locus del HLA con resistencia o susceptibilidad a la
progresion de enfermedad por VIH-1. Un estudio llevado a cabo en individuos de
descendencia europea infectados con el virus (200 progresores lentos y 75
progresores rapidos) reporto la asociacion de los alelos HLA-C*14 y HLA-C*8 con
alta proteccion del avance hacia sida, mientras que el alelo C*16 se observo con

mayor frecuencia en pacientes con progresion rapida (Rasmi Thomas et al., 2009).

2.7.5 ALELOS HLA Y FARMACOGENETICA

La agencia Americana de Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA por
sus siglas en inglés) define la farmacogenética como el estudio de variaciones en
las secuencias de ADN y su relacién con la respuesta a los medicamentos. La
farmacogenética es entonces una disciplina biolégica que estudia la influencia de
los factores genéticos de un individuo sobre la adsorcion, disposicion, accion y

respuesta a los medicamentos.
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Durante los ultimos afios la farmacogenética ha adquirido un papel fundamental en
la prevencion de las reacciones adversas frente a farmacos (Philips KA. Et al.,
2001). En este contexto el sistema HLA ha sido descrito como un factor importante
tanto en la evolucion de la infeccion como en sus implicaciones farmacogenéticas,
donde tiene especial importancia gracias a la prevencidn que su determinacion
puede ofrecernos frente a tratamientos antirretrovirales crénicos y con alta
frecuencia de efectos adversos asociados. Segun La Pharmacogenetics and
Pharmacogenomics Knowledge Base (PharmGKB) creada en el afio 2000 con el
objetivo de organizar y recopilar informacién obtenida en estudios
farmacogenéticos, alrededor de 274 alelos HLA han sido asociados con efectos
adversos a mas de 30 medicamentos, existiendo al menos 89 publicaciones sobre
este tema (PharmGKB, 2017).

Las reacciones de hipersensibilidad (RHS) constituyen un tipo de reaccion adversa
frente a farmacos que se asocia a una alta morbilidad y mortalidad, las reacciones
de hipersensibilidad tipo IV, mediadas inmunolégicamente por células T, donde los
HLA tiene un papel importante, constituyen al menos el 20% del total de
reacciones adversas frente a farmacos (OMS, 2016). Farmacos como los
antibiéticos beta lactamicos, sulfonamidas o antiepilépticos se asocian
frecuentemente a reacciones de hipersensibilidad en humanos (Britschgi M. et al.,
2003), mientras en el campo del VIH el abacavir (ABC) y la nevirapina (NVP) son

los responsables de la mayoria de estas reacciones (Martin AM. et al., 2004).
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2.7.5.1 Sindrome de hipersensibilidad al abacavir y el alelo HLA-B*57:01

El abacavir es un inhibidor de la transcriptasa reversa, analogo de nucledsidos
(guanosina), y se usa con eficacia en combinacion con otros farmacos
antirretrovirales desde 1988 (Hervey PS y Perry CM, 2000), y es utilizado en el
esquema de tratamiento nacional como farmaco de primera linea.

El sindrome de hipersensibilidad al abacavir es un efecto adverso que se produce
entre el 5% y el 8% de aquellas personas que inician el tratamiento con este
farmaco y que limita el tratamiento en el futuro. Se manifiesta como un cuadro
multisistémico caracterizado por fiebre, malestar general, exantema, sintomas
gastrointestinales y respiratorios. Estos signos y sintomas se suelen producir
durante las primeras seis semanas tras el inicio del tratamiento y se resuelven
rapidamente una vez se suspende el mismo. La reaccion no obstante puede ser
potencialmente mortal si se produce una re-exposicion al farmaco en pacientes
que hayan desarrollado una RHS previa.

Algunos factores genéticos del hospedero, en especial el alelo HLAB*5701, que
desde el 2002 se publicaron los primeros estudios, revelaban una fuerte
asociacion entre la reaccion de hipersensibilidad al abacavir y ser portadores de
este alelo en los grupos étnicos de caucasicos e hispanicos (Mallal S, 2002)
(Hughes DA, 2004), (Saag et al., 2008). Un estudio en pacientes VIH positivo en
TARGA de Brasil, reporté que el HLA-B*5701 se encontro en el 10,3% de los
individuos que presentaron una reaccion de hipersensibilidad clinicamente

diagnosticada (de Araujo et al., 2014).
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Segun las investigaciones la RHS producida por abacavir esta restringida al HLA-
B*57:01 y mediada por linfocitos T CD8. Estudios cristalograficos han revelado
que el ABC se une de forma no covalente al bolsillo de unién del HLA-B*57:01,
modificando la forma de la hendidura de unién al antigeno. Esto altera el repertorio
de péptidos propios del individuo que son presentados por el HLA-B*57:01,
favoreciendo la presentacion de péptidos que no fueron presentados durante el
desarrollo timico de las células T. Una considerable cantidad de péptidos propios
‘nuevos” son unicamente presentados en presencia de abacavir (Chessman D. et
al, 2008).

La sociedad internacional de sida (AlS, por sus siglas en inglés) desde el 2007
recomendo el tamizaje del B*57:01 en las personas que inicien tratamiento con
abacavir, y la FDA en el afio 2008 emiti6 una alerta sobre la importancia de
realizar una prueba molecular que detecte la variante alélica HLA*57:01 en todas
las personas, antes de la administracion del abacavir, ademas notificé a los
fabricantes de medicamentos que contienen abacavir la necesidad de agregar en
la advertencia de la caja la recomendacion de realizar una prueba a todos los
pacientes para determinar la presencia del alelo HLA-B*5701 antes de comenzar o
reiniciar el tratamiento con abacavir o con medicamentos que contienen abacavir
ya que los pacientes que portan el alelo HLA-B*5701 tienen un alto riesgo de
desarrollar una reaccion de hipersensibilidad (FDA, 2008). Sin embargo en el caso
de Honduras en las instituciones encargadas del manejo de los pacientes VIH
positivo por carecer de la metodologia y equipo necesario se administra el

abacavir sin contar con una prueba de tamizaje previa.
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2.7.5.2 Sindrome de Hipersensibilidad a Nevirapina y alelos HLA

La nevirapina fue el primer ITINAN aprobado para uso clinico. Las erupciones
cutaneas y la hepatotoxicidad son los efectos adversos descritos con mayor
frecuencia. El efecto adverso mas comun de nevirapina es el desarrollo de
erupcion cutanea leve o moderada que se presenta en las primeras 6 semanas de
tratamiento en el 9-32% de los tratados. Se han observado reacciones cutaneas
graves o potencialmente mortales en el 1,5% de los pacientes, incluyendo el
sindrome de Stevens-Johnson, necrolisis epidérmica toxica e hipersensibilidad o
sindrome de DRESS (drug rash with eosinophilia and systemic symptoms), que se
considera una entidad clinica y fisiopatolégica diferente de la erupcion cutanea
aislada. En el sindrome de hipersensibilidad se asocia a la clinica cutanea fiebre,
eosinofilia, adenopatias y alteraciones de las transaminasas (Knudtson E. et al.,
2003). Se presenta en los primeros 2 meses de tratamiento, con una mediana
entre 2 y 6 semanas tras la primera dosis. Los sintomas iniciales son la erupcion
cutanea y la fiebre. Posteriormente el paciente desarrolla adenopatias, artritis,
mialgias, manifestaciones viscerales (hepaticas) y alteraciones hematologicas
como leucocitosis, eosinofilia y linfocitosis atipica, presenta una mortalidad de un
10%, fundamentalmente en relacién con la alteracién hepatica (Marcos-Bravo et
al., 2007).

Algunos autores comunicaron una mayor incidencia de erupcion cutanea por
nevirapina en mujeres (7 veces mas frecuente), raza oriental, bajos recuentos de
linfocitos T CD4 y con el empleo de la dosis plena (400 mg/dia). Puesto que la

incidencia de exantema es aproximadamente del 50% cuando el farmaco se
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administra a dosis plena, por lo que se recomienda iniciar con la mitad de dosis
(200 mg/dia) (Marcos-Bravo et al., 2007).

Al igual que con abacavir, el sindrome de hipersensibilidad por nevirapina se ha
asociado con diferentes alelos HLA a través de multiples investigaciones en
diferentes grupos de poblacion, sugiriendo varias vias mediadas por HLA para la
patogénesis de las reacciones de hipersensibilidad causadas por nevirapina. Entre
los alelos asociados que podemos mencionar se encuentran: el alelo HLA de clase
Il HLA-DRB1*01:01 en pacientes con recuentos de linfocitos T CD4 altos pre-
tratamiento y que presentaban reacciones hepaticas (definidas como aumentos en
los niveles de transaminasas séricas) y multisistémicas (Martin AM. et al., 2005).
De los HLA- Clase |, el HLA-B*14 alelo caucasico ha sido asociado con reacciones
de hipersensibilidad a NVP en Sardos de ltalia. Ademas se asocian los alelos
HLA-B*35:05, que en poblacion Tailandesa se observdé en el 17,5% de los
pacientes con erupcion cutanea inducida por nevirapina, en comparacion con solo
el 1,1% observado en pacientes tolerantes a nevirapina (Chantarangsu, Soranun
et al, 2009).

Ademas en el locus C, los alelos HLA-C*04 y HLA-C*08 han mostrado asociacion
robusta con las reacciones de hipersensibilidad a nevirapina en afroamericanos,
chinos (Pavlos R, Mallal S, & Phillips E, 2012) y poblacion tailandesa en donde se
observo significativamente mas frecuente en los casos de erupcion inducida por
nevirapina que en el grupo tolerante a nevirapina, con frecuencias de 20,51% y
7,50%, respectivamente, (Sirirat Likanonsakul et al., 2009).

Un estudio de caso control realizado en Japdn revelé que la frecuencia de los

pacientes con HLA-C*08 positivos en el grupo con hipersensibilidad a la nevirapina
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fue del 42%, significativamente superior a la del grupo tolerante a la nevirapina
(10%) y a la poblacién general japonesa (9-14%) (Gatanaga Hiroyuki at al., 2007).
Existe suficiente evidencia cientifica que relaciona en individuos portadores del
VIH-1, la delecion CCR5A32 y los alelos del sistema HLA como factores genéticos
que estan involucrados en diferentes puntos del desarrollo de la infeccidén tales
como, la entrada del virus al interior de las células diana, los procesos de
replicacion del virus, el ritmo de progresion a sida, la aparicidn de determinadas
infecciones o enfermedades oportunistas, asi como determinadas reacciones
adversas frente a los medicamentos antiretrovirales. Ademas se ha expuesto que
el origen étnico puede ser un factor importante en el establecimiento de la
infeccion y el desarrollo de enfermedad, ya que la frecuencia de estos factores
genéticos varia segun la poblacidén, por lo que no es posible extrapolar los
resultados obtenidos en otras cohortes. La mayoria de las investigaciones se han
realizado en poblaciones caucasicas y asiaticas, por lo que existe limitada
informacion sobre la frecuencia de estos factores y su asociacion con enfermedad
en poblacion amerindia, por ende, es necesario que se estudien estos
polimorfismos genéticos con las caracteristica propias de cada poblacién.

Por tales razones consideramos necesario iniciar la descripcion de las frecuencias
alélicas de los HLA y de polimorfismo genéticos como la delecion CCR5A32 en la
poblacién hondurefia, ya que estos datos seran de mucha utilidad en futuras
investigaciones de asociaciones en la progresion de VIH-1 y otras enfermedades
cronicas en infecciosas. Por lo que realizamos el primer estudio en Honduras que

describe las frecuencia de factores genéticos asociados con progresion a
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enfermedad e hipersensibilidad a farmacos antirretrovirales en poblacion VIH-1
positiva, ya que la poblacion hondurefia se considera heterogénea debido a la alta
diversidad étnica que poseé se prodecid6 a comparar dichas frecuencias en
individuos procedentes de tres diferentes regiones geograficas del pais. Se
determiné la frecuencia de la delecion CCR5A32 y de los alelos HLA-Clase | de los
loci: A, B 'y C y se relacionaron dichas frecuencias con los parametros clinicos
utilizados como prondstico de la progresidon de la infeccién por VIH-1: el recuento
de linfocitos T CD4, la determinacion de carga viral y el Z-score, ademas se
determind la frecuencia de los alelos HLA asociados con hipersensibilidad al
abacavir y nevirapina, farmacos utilizados en los esquemas de tratamiento

antirretroviral en el pais.
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CAPITULO 3. METODOLOGIA

3.1

OBJETIVOS

3.1.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia de factores genéticos asociados con progresion a

enfermedad e hipersensibilidad a farmacos antirretrovirales en poblacion VIH-1

positiva de tres regiones geograficas de Honduras durante los afios 2013 al 2015.

3.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Determinar la frecuencia de la delecion de 32 pares de bases en el
correceptor CCR5 (CCR5A32) en individuos VIH-1 positivos previo al inicio
de tratamiento de tres regiones geograficas de Honduras durante los afios

2013-2015.

Determinar la frecuencia de los alelos HLA de Clase | (loci: A, B, C) en
individuos VIH-1 positivos previo al inicio de tratamiento, de tres regiones
geograficas de Honduras durante los afios 2013-2015.

Relacionar la frecuencia de los alelos reportados como “protectores” o de
‘riesgo” en la progresion a sida con recuento de linfocitos T CD4+,
determinacidn de carga viral y z-score en individuos VIH-1 positivos previo
al inicio de tratamiento de tres regiones geograficas de Honduras durante
los afios 2013-2015.

Conocer la frecuencia de los alelos HLA de clase | (loci: A, B, C) asociados

con hipersensibilidad a farmacos antirretrovirales en los individuos VIH-1
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positivos previo al inicio de tratamiento de tres regiones geograficas de

Honduras durante los anos 2013-2015.

3.2 DISENO DEL ESTUDIO

3.2.1 Tipo de Estudio

Se realiz6 un estudio multicéntrico, observacional, retrospectivo y transversal para
evaluar la frecuencia de los alelos HLA clase | (loci A, B, C) en portadores del VIH-
1 en tres regiones de Honduras. Se incluyeron pacientes de cinco Centros de
Atencion Integral (CAl) de tres regiones geograficas de Honduras donde se

atiende la mayor proporcion de individuos seropositivos del pais.

3.2.2 Periodo del estudio
El estudio se llevd a cabo desde abril del afio 2016 hasta marzo del afo 2017, se

incluyeron muestras de pacientes colectadas desde el afio 2013 al 2015.

3.2.3 Poblacion de estudio

Se invitd a participar de manera voluntaria en el proyecto a individuos, que

presentaron diagndstico confirmado de VIH-1 sin tratamiento antirretroviral previo,

que asistian a los 5 centros de atencion integral participantes.

Se incluyeron pacientes de tres regiones del pais:

1. Zona Norte: San Pedro Sula: CAl Hospital Mario Catarino Rivas, La Ceiba: CAI
Unidad de Salud Metropolitana.

2. Zona Centro: Tegucigalpa: CAl Hospital Escuela Universitario y CAl Instituto

Nacional Cardiopulmonar.
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3. Zona Sur: CAl Hospital del Sur.

TAMANO DE LA MUESTRA

3.3.1 Calculo del tamafio de muestra

El tamano de la muestra fue de 402 participantes. Se realiz6 el calculo de tamanio
de muestra para cada CAl, se determiné mediante formula estadistica con 90% de
Nivel de Confianza y con un Intervalo de Confianza de 10%. El numero de
participantes colectados en cada CAIl se muestran en la tabla 3 y la distribucion de
los participantes durante el periodo de estudio se muestra en la tabla 4. El tamafo

de muestra fue realizado utilizando la siguiente férmula estadistica:

N-Z%: g?
- (N—-1)-e2+ 7% 0?2

n

Tabla 3. Calculo del tamano de la muestra.

CAlI Cohorte de Tamario de Muestra colectada
pacientes adultos muestra

INCP 900 63 83
*HEU 788 63 38
HMCR 1200 64 136
UMs 530 60 86
HS 470 59 59
Total 3888 309 402

CAIl: Centro de atencion integral, INCP: Instituto Nacional Cardiopulmonar, HEU: Hospital
Escuela Universitario, HMCR: Hospital Mario Catarino Rivas, UMS: Unidad de Salud
Metropolitana, HS: Hospital del Sur. *En el CAl del HEU no fue posible completar la
muestra propuesta.
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Tabla 4. Distribucion de los participantes durante el periodo de estudio.

Regién Centro n=121 Norte n= 220 Sur n=59
Afio/Centro HEUn=38 INCP n=83 | HMCRn=135 USMn=85 | HS n=59
2013 22 44 52 56 29
2014 14 30 71 30 16
2015 2 9 12 0 14

Numero de muestras colectadas por afio y por region en los diferentes centros de
atencion integral.

3.3.2 Criterios: inclusioén, exclusion y eliminacion

Criterio de inclusion

1. Pacientes VIH-1 positivo con diagnéstico laboratorial confirmatorio de VIH-1.

2. Que no hubieran iniciado tratamiento antirretroviral.

3. Que aceptaran participar en el estudio, firmando el consentimiento informado.

Criterios de exclusion

1. Pacientes VIH-1 positivos menores de 18 afios.

2. Pacientes VIH-1 positivos mayores de 18 afnos que no tuvieran diagndstico

confirmado.

3. Pacientes que no aceptaran participar en el estudio.

Criterios de eliminacion

1. Inconsistencia en los antecedentes clinicos.

2. Etiquetado defectuoso de los tubos con muestras.

3. Consentimiento informado incompleto.
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3.3.3 RECOLECCION DE LA INFORMACION

Se socializo el proyecto con los médicos, enfermeras y pacientes de los centros en
estudio, los médicos tratantes fueron los encargados de invitar y citar a los
participantes, el personal del laboratorio de virologia de la UNAH se encargo de
realizar las entrevistas, aplicacion del consentimiento informado y la extraccion de

la muestras.

3.3.3.1 Ficha epidemiologica

Después de entender y firmar el consentimiento informado, revisado y aceptado
por los comités de ética pertinentes para cada caso, se realizé una entrevista al
participante donde se le pidid6 que completara una ficha que consta de tres partes:

datos generales, datos socio demograficos y datos clinicos.

3.3.3.1.1 Datos generales y sociodemograficos

Datos generales como: nombre, edad, sexo, estado civil y centro de atencion,
ademas de datos sociodemograficos como: lugar de nacimiento, fecha de

nacimiento, lugar de residencia actual, ocupacion y situacion laboral. Ver anexo 2.

3.3.3.1.2 Datos clinicos

Para recolectar la informacion clinica se preguntd al participante si aceptaba se
hiciera uso de su expediente clinico para colectar la siguiente informacion: factor
de riesgo o tipo de exposicion al VIH, si conocia la fecha aproximada de su
infeccion, fecha y método de diagndstico de infeccion y confirmacion de la misma.
Presencia de signos/sintomas clinicos o curso de alguna enfermedad, terapia

antirretroviral, estadio clinico de la infeccion por VIH, datos mas recientes de
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laboratorio: recuento de linfocitos T CD4+, determinacion de carga viral de VIH-1,

y presencia de infecciones oportunistas. Ver anexo 2.

3.4 METODOS

3.4.1 Obtencion de la muestra

Para cada participante se obtuvo una muestra de 15 mililitros de sangre periférica
de una vena del brazo en una unica sesion de toma de muestra, con sistema
vacutainer. Se colect6é 1 tubo Cytochex de 5 ml con conservador de marcadores
celulares de superficie para conteo de linfocitos T CD4+, 1 tubo PPT (plasma
preparation tube) con gel separador para obtencidn de plasma para determinar la
carga viral de VIH-1 y 1 tubo con EDTA con anticoagulante para obtencién de

células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) para extraccion de ADN.

3.4.2 Determinacion de carga viral de VIH-1
La determinacion de carga viral del VIH-1 se realizo por la Reaccion en Cadena de
la Polimerasa cuantitativa en tiempo real (PCR-RT) utilizando el sistema m2000

(Abbott, Abbott Park, IL).

3.4.3 Recuento de linfocitos T CD4+
El conteo de linfocitos T CD4+ se realiz6 por citometria de flujo con el estuche de

reactivos Trucount en un equipo FACSCalibur (BD Biosciences, San José, CA).

3.4.4 Calculo del Z-score de VIH

El Z-score es una variable de progresién de enfermedad que relaciona el recuento

de linfocitos T CD4+ y la carga viral de VIH, descrita por Garrido-Rodriguez y
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colaboradores. Los valores positivos (>0) se asocian con individuos de mejor
prondstico (menor progresion a sida) mayor recuento de linfocitos T CD4+ y carga
viral baja, los valores de Z-score negativos (<0) representan lo contrario. (Garrido-
Rodriguez et al, 2016).

Para obtener el calculo de Z- score, a cada individuo se realiza la siguiente
férmula:

([(CD4-media CD4)/DS CD4]-[(carga viral- media carga viral)/DS carga viral)/2

3.4.5 Extraccion de ADN genémico

El ADN fue extraido a partir de 140 x| de buffy coat (al menos 6x10° PBMCs)
utilizando el estuche de reactivos de QlAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN,
Valencia, US) siguiendo las especificaciones del fabricante, posteriormente el ADN

se almacenod a una temperatura de -80°C hasta su analisis.

3.4.6 Determinacion de la deleccion CCR5A32

Para evaluar la presencia de la delecion CCR5A32 se utilizd la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) convencional siguiendo el método publicado por
Trecarichi et al.,2006 las secuencias de los primers utilizados fueron:

CCR5-D32-F 5 CTTCATTACACCTGCAGCT 3’

CCR5-D32-R 5TGAAGATAAGCCTCACAGCC ¥

Los reactivos y concentraciones utilizadas para la mezcla de reaccion se muestra

fueron:
Reactivo Concentracion
Buffer 1x
MgClI2 1.6 mM
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Mix dNTPS 0.2 mM
Primer F 0.4 uM
Primer R 0.4 uM
Taq pol 2 U/Rx
DNA 100 ng/ul

H,O estéril Mili Q

Completar a 25l

Para la amplificacion se utilizé el termociclador Veriti® de Applied biosystems,

utilizando el siguiente programa de amplificacion;

Desnaturalizacion inicial 94 ° C/ 5 min
Desnaturalizacion 94° C /15s

Hibridacion 55° C /15s 40 ciclos
Extension 72°C/30s

Extension final 72° C /7 min

Enfriamiento 4° C

Posteriormente los productos amplificados fueron visualizados en geles de

agarosa al 2%, utilizando 5 ul de redgel por cada 100 ml de gel, se utilizaron 5pul

del producto de PCR y 10ul de buffer de carga, se realizé la corrida electroforética

a 100 voltios por 40 minutos con buffer TBE 1X utilizando un marcador de peso

molecular de 1000 pb, para su posterior visualizacion en el transiluminador. Para

los individuos que no presentan la mutacién se espera una banda de 196 pb, para

los individuos heterocigotos para CCR5A32 dos bandas una de 196 pb y una de

164 pb, y para los homocigotos para CCR5A32 una unica banda de 164 pb. (Ver

figura 12).
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Figura 12. Ejemplo representativo de muestras a las que se determiné la delecién
CCR5A32.

Homocigoto sin delecion se detecta mediante una banda de 196pb (muestras: 1-16, 18,
19, 21, 22). Un heterocigoto con la delecion se detecta mediante una banda de 196pb y
una de 164pb (muestra 17, 20 y 23). Un homocigoto con la delecion se detecta mediante
una banda de 164pb. Se observan 23 muestras, un control negativo y el marcador de
peso molecular.

3.4.7 Tipificacion de alelos HLA de Clase | a alta resolucion

La tipificacion de los alelos HLA de Clase | a alta resolucién se llevé a cabo por la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) anidada modificando un
protocolo previamente publicado por (Cotton et al., 2012). La técnica se basa en la
amplificacion de aproximadamente 1000 pb de los exones 2 y 3 de los genes HLA
(A, By C) en reacciones separadas de PCR para cada gen y utilizando la enzima

High Fidelity PCR system (Roche Applied Science, Laval, PQ).

Los primers utilizados para la primera vuelta, segunda vuelta y secuencia se
encuentran en la Tabla 4. Para la primera vuelta de PCR, se realizaron mezclas
con un volumen final de 25 pl que contenian: 0.87 U de High Fidelity Enzyme mix

(3.5 U/ul), 2.5 mM de MgCl,, 0.25 mM de dNTP y 0.6 uM del primer forward y
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reverse (Tabla 4) agregando a cada reacciéon 4 ul del ADN extraido. Solo para el
gen HLA-A se agregd 5% de dimetil-sulféxido (DMSO) en la primera y segunda
vuelta. El programa de amplificacion fue: 1 ciclo a 96°C por 3 minutos seguidos de
35 ciclos de 95°C por 20 s, 60°C por 20 s 'y 72°C por 7 min. El volumen final de la
segunda vuelta fue de 25 pl y contenia: 1.015 U/ul de la enzima High Fidelity
Enzyme mix (3.5 U/pl), 2.2 mM de MgCl,, 0.2 mM de la mezcla de dNTP, y 0.55
mM de cada primer de segunda vuelta (Tabla 4). Se incluyeron controles

negativos en cada reaccién de amplificacion.

Los productos de la segunda vuelta de PCR se cargaron en un gel de agarosa al
1% para verificar la amplificacién. Todas las muestras que contenian producto de
PCR con las bandas en 875 pb para HLA-A, 860 pb para HLA-B y 850 pb para
HLA-C (Figura 6), se purificaron por columna de silice usando el estuche de
reactivos QlAquick PCR Purification kit (QIAGEN). Las muestras se diluyeron 1:20
con agua de grado molecular para realizar las reacciones de secuencia usando la
quimica Bigdye Terminator v3.1 (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), se utilizd
el equipo 3730xI Genetic Analyzes instrument (Life Technologies) para generar las
secuencias. La asignacién de los alelos HLA se realiz6 usando el programa

uTYPEVG6 (Life Technologies) por comparacion con la base de datos IMGT/HLA.

Tabla 5. Primers utilizados para la tipificacion de los alelos HLA Clase | (A, B, C).

HLA Primers primera vuelta Primers segunda vuelta Primers de secuencia
AF: AS1F: AS2R:
GAAACSGCCTCTGYGGGGAGAAG AGCCGCGCCKGGASGAGGGTC GGCCCGTCCGTGGGGGATGAG
< CAA
<|( AS4R: (el mismo para segunda
i‘ vuelta)
AS5F:
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CTACGTGGACGACACGCAGTT

GGAGATRGGGAAGGCTCCCCACT

GGCTCCCCACTGCCCYTGGTAC

AR: AS4R: ASG6F:
TGTTGGTCCCAATTCTCTCCCCTC TGTGGGAGGCCAGCCCGGGAG ACAGTCTCCGGGTCCGAGAT
A
AST7R:
TTTGGCCTMAACYSAAAATGAAAC
AS8R:
TTCCCGTTCTCCAGGTRTCTGC
BF_mod: BnewF: BS1F:
GGGAGGAGMRAGGGGACCSCAG GCAGGCGGGGGCGCAGGACC GGAGCCGCGCCGGGAGGAGGGTC
BS2R: GGATGGGGAGTCGTGACCT
BS3F: ACKGKGCTGACCGCGGGG
m
| BR: BS4R: BS11R:
< GGAGGCCATCCCCGGCGACCTAT | GGAGATGGGGAAGGCTCCCCAC CGGGGTCACTCACCGKCCTC
T
T
BS12F:
GGSCKGGGCCAGGGTCTCAC
BS13R:
ACTGCCCCTGGTACCMGCGC
CF: CS1F: CS1F (el mismo para la segunda
ARCGAGGKGCCCKCCCGGCGA GGAGCCGCGCAGGGAGGWGGG vuelta de PCR)
TC
CS7R:
GGCTCCCCACTGCCCYTGGTAC
O CS8F: CGGGTCTCAGCCMCTCCTC
|
< CR: CS7R: CS9R:
T

TGGATCTCAGACSGGGAGACT

CS10F: GGGCTGACCRCGGGGGCG

CS11F:
CGGGGCCAGGKTCTCACAYC

Todos los primers estan enlistados en direccion 5° > 3. Ninguno de los primers fue modificado y corresponden a los primers
publicados en (7).

3.4.7.1 Electroforesis en geles de agarosa

Los productos amplificados se visualizaron por electroforesis en geles de agarosa

al 1% tenidas con red-gel. Se anadieron 5 pl de las muestras y se corrieron

utilizando TAE 1X como buffer. Como se muestra en la figura 13.
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Figura 13. Patréon de bandas de amplificacion de los genes HLA (A, B, C) por
electroforesis.

Muestras representativas de la amplificaciéon de los genes HLA-A, HLA-B y HLA-C. Se
muestran 5 muestras y un control negativo para los tres genes. Se observan las bandas
875 pb para HLA-A, 860 pb para HLA-B y 850 pb para HLA-C. M: Marcador de peso
molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

3.4.7.2 Purificacion de los amplicones de PCR

Con el fin de degradar los primers no incorporados e hidrolizar los dNTPs
sobrantes, los amplicones se purificaron con el kit comercial ExoSAP-IT™. Se
anadieron 4 pyl de ExoSAP-IT™ a los tubos de amplificacion con productos
positivos, posteriormente se centrifugaron brevemente, se mezclaron por vortex y
se procedid a realizar el siguiente programa en el termociclador.

Programa purificacion ExoSAP-IT™

Paso N° ciclos | Temperatura | Tiempo

Ciclo 1 37°C 20 minutos
80°C 20 minutos

Mantenimiento | 1 4°C Infinito

3.4.7.3 Reaccion de secuenciacion

El numero de reacciones para secuenciacion dependié del patrén de reacciones
positivas, cuando las tres reacciones de amplificacién fueron positivas se

realizaron las reacciones de las secuencias forward y reverse para los exones 2 y
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3 para todos los productos de la reaccion, utilizando los siguientes componentes
en la reaccion de amplificacion y ciclaje en el termociclador.

Componentes de la mezcla de PCR de secuenciacion:

Reactivo Volumen Reactivo Volumen
Agua destialda 2 ul Primer 2 mM 2 ul
Buffer 5X 3.5 ul ADN 3.5 ul
Big Dye v3.1 0.5 ul Volumen final 10ul

Programa del PCR de secuenciacion

N° ciclos | Temperatura Tiempo

1 96°C 1 minuto
96°C 10 segundos

25 50°C 5 segundos
60°C 1 minuto

1 4°C Infinito

3.4.7.4 Precipitacion con etanol

En cada placa de PCR de secuenciacion se agregaron 1.5 yl de acetato de sodio y
50 pl de etanol 100% y se mezcld en vortex (1500 rpm) durante 1 min. Se realiz6
un breve centrifugado para asegurar que el contenido se mezclara correctamente
y se depositara en el fondo del pocito. Luego se centrifugd la placa a 2,000 rpm
por 20 minutos, se descartd el contenido, invirtiendo la placa en un papel toalla y
centrifugando a 150 rpm por 1 minuto.

Posteriormente se agregan 150 ul de etanol al 70% (fresco) a todos los pocitos,
agitando en vortex por 60 segundos y se luego se centrifugd durante 5 minutos a
2000 rpm, se retiro la tapa y se coloco invertida sobre una toalla de papel para

eliminar la mayor cantidad de liquido posible y se centrifugé a 500 rpm por 2
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minutos. Se dejoé secar al aire libre durante 10 minuto se afadieron 15 ul de
formamida, y se colocaron en el termociclador para la desnaturalizacion a 96°C
durante 2 minutos, y para estabilizar se dejo en la refrigeradora 4°C por 1 minuto y

posteriormente se colocaron las placas en el secuenciador para su analisis.

3.4.7.5 Analisis de los datos

Para el analisis de los resultados se utilizé el software Sequencing analysis con el
fin de procesar los datos recopilados y crear los archivos de secuencia.
Finalmente se utilizé el software uTYPE v6 SBT para procesar los archivos y crear

el tipaje de los alelos HLA.

3.4.8 Analisis estadistico

Las variables continuas (cuantitativas) se expresaron como mediana con su rango
intercuartilico (IQR), mientras que las variables categdricas (cualitativas) se
resumieron con porcentajes con su respectivo intervalo de confianza de 95%
(IC95%). Las variables continuas con una distribucion normal fueron comparadas
utilizando la prueba t Student; de lo contrario se aplicé la prueba U de Mann-

Whitney, para la comparacion de 3 poblaciones distintas se utilizé el analisis de

varianza ANOVA. Se consideran estadisticamente significativos valores de p =
0.05. Las frecuencias alélicas de HLA y comparaciones entre regiones se
obtuvieron con la herramienta Analisis de Frecuencias HLA de la Base de Datos

de VIH de Los Alamos www.hiv.lanl.gov/content/immunology/tools- links.html.
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3.5 ORGANIZACION DE LA INVESTIGACION

3.5.1 Recursos

Posterior a la extraccion las muestras de sangre fueron llevadas rapidamente al
Laboratorio de Virologia-UNAH, y el Centro de Investigaciones Genéticas (CIG)
donde fueron separadas, y posteriormente fueron enviadas al laboratorio de
diagnostico virologico del Centro de Investigacion en enfermedades Infecciosas
(CIENI) del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) de la Ciudad
de Meéxico, donde fueron analizadas. Estos laboratorios cuentan con la
infraestructura y los niveles de bioseguridad necesarios para la realizacion de las

pruebas de laboratorio realizadas en el estudio.

3.6 CONSIDERACIONES ETICAS

Este estudio contd con la aprobacién del Comité de Etica de Investigaciones
Biomédicas de la Unidad de Investigacion Cientifica (CEIB-UIC) de la UNAH y el
Comité de Ciencia y Bioética del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias

de México.

3.6.1 Consentimiento informado

Todos los participantes invitados a participar en el proyecto de investigacion
fueron previamente informados de los objetivos, riesgos y beneficios de su
participacion a través de comunicacion directa con los investigadores y/o médicos
responsables. Todo individuo que voluntariamente decididé participar en el estudio
firmo6 una forma de consentimiento informado aprobado por comités de ética antes
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mencionados. Se recalco el caracter voluntario de la participacion en el presente
estudio, asi como la posibilidad de retirarse del mismo en cualquier momento sin
que esto afectara la atencion clinica recibida de ningun modo.

La forma del consentimiento informado fue adaptada para que fuera claramente
entendido por todos los participantes independientemente del nivel de educacion

que estos presentaron.

3.6.2 Procedimientos, riesgos y beneficios

La participacion en este proyecto de investigacion no modifico ni interferié con el
seguimiento clinico y tratamiento de los participantes.

Se obtuvieron 15 ml de sangre periférica por personal calificado siguiendo todas
las precauciones y medidas de bioseguridad necesarias. La extraccion de sangre
esta clasificada como un procedimiento de bajo riesgo, no existieron
complicaciones y la cantidad de sangre extraida no representd riesgo para la
salud.

Los participantes no obtuvieron beneficios econdmicos directos por la participacion
en el estudio. Algunas pruebas de laboratorio necesarias para la realizacién del
proyecto (ejemplo: recuento de linfocitos T CD4+, la determinacion de carga viral
de VIH-1) son utiles para el seguimiento clinico de los pacientes, los resultados
fueron entregados sin costo a las personas participantes a través de los médicos

tratantes.
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3.6.3 Confidencialidad

Todos los datos clinicos e identidades de los participantes fueron manejados con
estricta confidencialidad, dandoseles una clave alfanumérica a todos los
participantes desde el inicio de su participacion en el estudio.

Los registros médicos donde los participantes pueden ser identificados asi como el
consentimiento informado firmado, podrian ser requeridos en caso de inspeccién o
auditoria por alguna institucion autorizada, incluyendo comités de ética, secretaria
de salud, entre otros. Estas instituciones podrian conocer la identidad del paciente,
pero siempre respetando su privacidad. Los expedientes se han mantenido en un
archivo cerrado en el laboratorio de virologia, con acceso solo del investigador
principal. El participante no ha sido ni sera identificado en ningun caso si los
resultados de este estudio se presentan en reuniones cientificas o en

publicaciones.
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CAPITULO 4. RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS DE LA POBLACION DE ESTUDIO

Un total de 402 individuos con diagndstico confirmado de VIH-1 previo al inicio de
tratamiento antirretroviral fueron enrolados en 5 centros asistenciales de referencia
durante los afios 2013-2015. En la tabla 4 se muestra la distribucion de los
participantes durante el periodo de estudio. Los participantes se captaron en 3
regiones geograficas con mayor prevalencia de VIH-1 en Honduras, zona centro
en Tegucigalpa: Instituto Nacional Cardiopulmonar (INCP) y Hospital Escuela
Universitario (HEU); zona norte en San Pedro Sula: Hospital Mario Catarino Rivas
(HMCR); y La Ceiba: Unidad de Salud Metropolitana (USM); y la zona sur en

Choluteca: Hospital del Sur (HS).

4.1.1 Caracteristicas epidemioldgicas de la poblacién de estudio

La mediana de edad del total de participantes incluidos fue de 34 afios, con rango
intercuartilico IQR (26-42) afios, el grupo de edad comprendido entre 18 a 35 afos
fue el mas frecuente abarcando el 55% (n=223) de la poblacion de estudio. Del
total de pacientes incluidos, el 57% resultaron ser hombres (n=229) y el 43%
mujeres (n=173), para ambos grupos la mediana de edad fue de 34 afos. Segun
el estado civil el 59% de la poblacién indicd ser casado, el 31% estar en union libre
y un 10% ser soltero. En cuanto al grado académico, el 60% corresponden a
individuos analfabetos, que leen y escriben o que solo terminaron la primaria, el
28.5% indico haber culminado la secundaria y un 11.5% la universidad. El 52%

reportd estar desempleado, el 42% poseia un empleo y un 6% estudiaba al
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momento de la entrevista. En la tabla 6 se muestran las caracteristicas

demogréficas de la poblacion de estudio por region geogréafica.

Tabla 6. Caracteristicas demograficas por regién

Caracteristica Centro Norte Sur
Edad

Afos 35 (26-45) 34 (27-41) 32 (26-37)
Sexo

Masculino 80 (66%) 106 (48%) 43 (73%)
Femenino 41 (34%) 116 (52%) 16 (23%)
Estado Civil

Casado 81 (67%) 121 (55%) 35 (60%)
Soltero 10 (8%) 27 (12%) 4 (5%)
Union libre 30 (25%) 74 (33%) 20 (35%)
Grado académico

Leer-escribir/ninguno 17 (14%) 17 (7%) 8 (14%)
Primaria 57 (47%) 111 (50%) 32 (54%)
Secundaria 33 (27%) 64 (29%) 17 (29%)
Universidad 14 (12%) 30 (14%) 2 (3%)
Ocupacion

Desempleado 69 (57%) 119 (54%) 21 (36%)
Empleado 40 (33%) 93 (42%) 36 (61%)
Estudiante 12 (10%) 10 (4%) 2 (3%)

Regidn centro n= 121, region norte n=222 y region sur n=59. Variables continuas
se expresan como mediana con su rango intercuartilico (IQR), variables
categoricas en porcentajes.
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4.1.2 Caracteristicas clinicas y analiticas de la poblacion de estudio

El patrén de transmision mas frecuente corresponde a la transmisién sexual con
un 98.2% (n=395), de estos la mayoria fue por via heterosexual (82.3%), 14.5%
eran hombres que tienen sexo con hombres y un 3.2% reportd ser bisexual; en un
reducido porcentaje, 1.8% (n=7) la transmisién fue de madre a hijo, este grupo
corresponde a jovenes infectados desde el nacimiento que descontinuaron el
tratamiento.

La mediana del recuento de linfocitos T CD4+ fue de 298 cel/uL IQR (96-509), el
40% de los participantes del estudio (n=159) presentaban recuento de linfocitos T
CD4+ <200 cel/uL lo que indica que estan en infeccion avanzada de VIH-1,
mientras el 26% (n=105) presento recuento >500 cel/uL, que segun las directrices
vigentes en ese momento no eran candidatos para comenzar la terapia
antirretroviral por presentar un control efectivo de la infeccion, ya que esta se
indicaba a las personas con recuento de linfocitos T CD4+ < 500 cel/uL.

La mediana de la determinacion de carga viral de VIH-1 fue de 4.46 log QR (3.61-
5.16), en cuanto al Z-score la mediana fue de -0.00529 IQR (-0.681-0.715), por ser
negativo, se interpreta como mal prondstico de progresion a enfermedad.

El 100% de las muestras corresponden a individuos infectados por el VIH-1, al
93% (n=373) de las muestras se le realiz6 el genotipaje, de estos, la mayoria, el
98.6% (n=368) fueron subtipo B, solo 1.4% encontradas en la poblacion del centro
y norte se clasificaron como recombinantes: el 0.8% (n=3) formas recombinantes
unicas URF_BD, un 0.3% (n=1) resulté ser un subsubtipo A1, y un 0.3% (n=1) una

forma recombinante circulante CFR_12_BF.
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En la tabla 7 se observan las caracteristicas clinicas y analiticas clasificadas por
region geografica. Un dato importante a resaltar es que el recuento de linfocitos T
CD4+ en los participantes de la region norte es mas alto que las regiones centro y
sur (p=0.014) (378 cel/uL promedio en la zona norte contra 190 cel/uL en zona
centro y 184 cel/uL en zona sur). Ademas se observo que la mediana del Z-score
de la poblacién del centro es negativo sugiriendo mal prondstico en la progresion a
enfermedad y en las del norte y sur se encuentra mas cerca de 1, representando
un mejor prondstico. Es importante resaltar que en la zona sur no se encontraron

variantes no B de VIH-1 ni recombinantes.

Tabla 7. Caracteristicas clinicas y analiticas por regién

Caracteristica Centro Norte Sur

Factor de riesgo

Heterosexual 103 (85%) 178 (80%) 44 (75%)
HSH 15 (12%) 33 (15%) 9 (15%)
Bisexual 2 (2%) 5(2.3%) 6 (10%)
TMH 1 (1%) 6 (2.7%) -

CVP VIHA1

Log 4.7 (3.77-5.27) 4.44 (3.65-5.09) 4.3 (2.9-5.07)
LT CD4+

cel/ul 190 (64.5-500) 378 (151-524) 184 (56-306)
% CD4+ 12.5 (6-22) 15 (9-22) 11 (5-17)
Z-score -0.229 (-0.77-0.56) 0.78 (-0.52-0.74) 0.99 (-0.74-0.64)
Subtipo VIH

Subtipo B 115 (98%) 201 (98.5%) 52 (100%)
No B 2 (2%) 3 (1.5%) -

HSH=hombres que tienen sexo con hombres, TMH=trasnmisién madre a hijo, CVP VIH-1= carga
viral en plasma de VIH-1, LT CD4+= recuento de linfocitos T CD4+, No B= (3)URF_BD, (1) VIH-1-
A_A1, (1) CRF_12_BF. Variables continuas se expresan como mediana con su rango intercuartilico
(IQR), variables categoricas en porcentajes.
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4.2 DETERMINACION DE LA FRECUENCIA DE LA DELECION
CCR5A32

De las 402 muestras analizadas, el 99% (n=398) lograron amplificar en la técnica
de amplificacion del gen CCRS5. Veintinueve individuos presentaron la delecion
CCR5A32, obteniéndose una frecuencia global de 7.2% (IC95%: 4.7-9.8),
encontrandose en heterocigosis en todos los casos. En la tabla 8 se observa la
distribucion de la frecuencia de CCR5A32 encontradas en los participante de las
tres regiones de estudio. El centro asistencial que mostré6 mayor frecuencia de
esta mutacion es el HMCR con 10% (IC95%: 4.7-14.7); no se encontro la delecion
en los pacientes analizados del HEU, la poblacion con mayor frecuencia

corresponde a la region norte con 8.7% (1C95%: 5.0-12.5).

Tabla 8. Distribucion de las frecuencias de la delecion CCR5A32.
REGION CENTRO NORTE SUR TOTAL

Gen CCR5 HEU INCP HMCR USM HS
(CCR5wt/wt) | 38 (100%) 76 (92%) | 121 (90%) 78 (93%) | 56 (95%) 369 (92.7%)

(CCR5wWt/A32) | 0 (0%) 7 (8%) 13 (10%) 6 (7%) 3 (5%) 29 (7.2%)

TOTAL 71121 (5.7%) 19/218  (8.7%) 3/59 (5%)

CCRb5wt/wt=(del inglés Wild Type)="silvestre” homocigoto sin delecion, CCR5wt/A32=
heterocigoto para la delecion, HEU= Hospital Escuela Universitario, INCP= Instituto
Nacional Cardiopulmonar, HMCR= Hospital Mario Catarino Rivas, USM= Unidad de Salud
Metropolitana, HS= Hospital del Sur. No se encontraron individuos homocigotos para la
delecién CCR5A32.

En los 29 individuos que presentan la delecion CCR5A32 la mediana de edad fue

de 35 anos IQR (28.5-42) afios, el 41% (n=12) corresponde a mujeres y el 59%
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(n=17) a hombres, la mediana del recuento de linfocitos T CD+ fue de 248 cel/uL.

IQR (89.5-492.5), la carga viral fue de 4.44 log pvl (3.7-5.13) y el Z-score de -0.143

IQR (-0.617-0.687), el 100% resulto estar infectado por el VIH-1 subtipo B.

El 62% (n=18) poseian al menos 1 alelo HLA considerado de riesgo para

progresion a enfermedad, aun asi el 38% (n=7) de este grupo mantienen sus

recuentos de linfocitos T CD4+ > 500 cel/uL, carga viral < 6 log y un Z-score

positivo.

4.3 DETERMINACION DE LAS FRECUENCIAS ALELICAS HLA
CLASE I (A, B, C)

4.3.1 Distribucion de los alelos HLA-A, By C en la poblacion de estudio

Al total de pacientes incluidos en este estudio (n=402) se les realizd la tipificacion

de alta resolucion de los loci HLA de clase | (A, B y C). Dos muestras no

amplificaron para los loci A 'y C (n=400), y 3 muestras no amplificaron el locus B

(n=399).

Se obtuvieron 140 alelos diferentes en los tres loci (tabla 9). Para el locus A se

encontraron 42 alelos distintos, los que mostraron mayor frecuencia alélica fueron:

A*02:01, A*24:02 y A*03:01 con frecuencias de 16.6% (IC95%: 14-19.2), 14.1%

(IC95%: 11.7-16.5), y 7.5% (IC95%: 5.9-9.6) respectivamente. Entre los alelos

menos frecuentes podemos mencionar: A*01:02 y A*24:01 ambos con frecuencia

de 0.12% (IC95%: 0.1-0.4); el resto de los alelos presentaron una frecuencia entre

0.12% y 6.72%, y se detallan en la figura 14.

El locus B mostr6 mayor variabilidad alélica presentando 69 alelos distintos,

siendo los mas frecuentes B*35:01, B*07:02 y B*40:02 con frecuencias de 11.6%
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(1C95%: 9.4-13.9), 7.0% (IC95%: 5.2-88), y 6.0% (IC95%: 4.4-7.7)
respectivamente. Entre los alelos que presentan menor frecuencia estan: B*13:01
y B*27:02 ambos con frecuencia de 0.12% (IC95%: 0.1-0.4); el resto de los alelos
presentaron una frecuencia entre 0.12% y 4.86%, como se muestra en la figura
15.

Sin embargo en el locus C parece mostrar menor variabilidad alélica
encontrandose 29 variantes, de estos los alelos C*04:01, C*07:02 y C*07:01 con
frecuencias de 15.25% (1C95%: 12.8-17.7), 14.1% (1C95%: 11.7-16.5) y 10.75%
(IC95%: 8.6-12.9) respectivamente, fueron los mas frecuentes. En cambio los
alelos C*04:03 y C*08:04 fueron los menos frecuentes (0.12% [IC95%: 0.1-0.4]); el
resto de los alelos presentaron frecuencias entre 0.5% y 7.59%. Las frecuencias
del resto de los alelos se muestran en la figura 16.

Se encontraron 14 haplotipos con significancia estadistica (p<0.05); de estos, los
que presentan una robusta asociacién estadistica son: A*01:01-B*08:01-C*07:01,
A*03:01-B*07:02-C*07:02 y A*25:01-B*18:01-C*12:03, todos ellos con p< 0.001.

Tabla 9. Frecuencia de alelos HLA Clase | ( A, B, C) en portadores del VIH-1 de

Honduras.
N e | HLAB e | HAC i
1 A*01:01 5.47 B*07:02 6.98 C*01:02 7.59
2 | A*01:02 0.12 B*08:01 3.49 C*02:02 3.1
3 | A*02:01 16.79 B*13:01 0.12 C*02:10 1.12
4 | A*02:02 0.87 B*13:02 1.12 C*03:02 1.12
5 | A*02:04 0.25 B*14:01 1 C*03:03 1.74
6 | A*02:05 1.49 B*14:02 3.74 C*03:04 4.98
7 | A*02:06 1.74 B*15:01 2 C*03:05 6.47
8 | A*02:11 0.12 B*15:03 212 C*03:38 0.12
9 | A*02:33 0.25 B*15:04 0.12 C*04:01 15.17
10 | A*03:01 7.71 B*15:07 0.12 C*04:03 0.12
11 | A*03:02 0.62 B*15:10 1 C*05:01 3.11
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12
13

14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

A*11:01 3.73
A*23:01 3.86
A*24:01 0.12
A*24:02 14.05
A*24:03 0.12
A*25:01 0.87
A*26:01 2.99
A*26:07 0.12
A*26:08 0.12
A*29:02 3.36
A*30:01 2.49
A*30:02 3.36
A*30:04 0.12
A*30:07 0.12
A*30:10 0.12
A*31:01 5.35
A*31:02 0.12
A*32:01 2.49
A*33:01 1.49
A*33:03 1.37
A*34:02 0.12
A*36:01 0.37
A*66:01 0.75
A*68:01 5.72
A*68:02 211
A*68:03 6.72
A*68:05 0.62
A*68:30 0.12
A*68:31 0.12
A*69:01 0.37
A*74:01 1.12

B*15:16
B*15:17
B*15:18
B*15:20
B*18:01
B*27:02
B*27:03
B*27:05
B*35:01
B*35:02
B*35:03
B*35:08
B*35:11
B*35:12
B*35:16
B*35:17
B*35:20
B*35:43
B*37:01
B*38:01
B*39:01
B*39:02
B*39:05
B*39:06
B*39:08
B*39:11
B*40:01
B*40:02
B*40:11
B*40:27
B*41:01
B*41:02
B*42:01
B*42:02
B*44:02
B*44:03
B*45:01
B*47:01
B*48:01
B*49:01
B*50:01
B*51:01

0.12
0.37

0.12
0.12
2.74
0.12
0.12

11.85
0.87
0.5
0.25
0.12
3.24
0.12
1.12
0.37
3.99
0.37
2.87
1.5
0.62
2.74
0.62
1.87
1.62

5.99
0.12
0.12
0.5
0.12
0.5
0.12
1.37
3.62
2.24
0.12
1.25
2.49
0.5
4.86

C*06:02
C*07:01
C*07:02
C*07:04
c*07:17
C*08:01
C*08:02
C*08:04
C*12:02
C*12:03
C*14:02
C*14:03
C*15:02
C*15:05
C*15:09
C*16:01
C*17:01
C*18:01

4.98
10.7

14.18
0.5
0.75

4.48
0.12
1.37
4.85
1.12
0.25
2.61

0.75
4.1
1.49
1.12
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54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69

B*51:02
B*51:07
B*52:01
B*53:01
B*53:05
B*55:01
B*56:01
B*57:01
B*57:02
B*57:03
B*57:30
B*58:01
B*58:02
B*67:01
B*73:01
B*81:01

0.25
0.37
2.99

0.12
0.75
0.62
1.75
0.12
0.5
0.12
1.87
1.12
0.12
0.37
0.75
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Frecuencia de alelos HLA

Honduras.

Alelos HLA-A

A*02:01
A*24:02
A*03:01
A*68:03
A*68:01
A*01:01
A*31:01
A*23:01
A*11:01
A*30:02
A*29:02
A*26:01
A*32:01
A*30:01
A*68:02
A*02:06
A*33:01
A*02:05
A*33:03
A*74:01
A*25:01
A*02:02
A*66:01
A*68:05
A*03:02
A*69:01
A*36:01
A*02:33
A*02:04
A*68:31
A*68:30
A*34:02
A*31:02
A*30:10
A*30:07
A*30:04
A*26:08
A*26:07
A*24:03
A*24:01
A*02:11
A*01:02

Clase | ( A, B, C) en portadores del VIH-1 de

o

N
N
()]

8 10
Frecuencia alélica en %

Figura 14. Frecuencia de alelos HLA- A.
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Alelos HLA-B

B*35:01
B*40:02
B*35:43
B*44:03
B*35:12
B*38:01
B*18:01
B*45:01
B*53:01
B*58:01
B*57:01
B*39:01
B*48:01
B*35:17
B*40:01
B*15:10
B*35:02
B*55:01
B*39:06
B*57:03
B*42:01
B*35:03
B*51:07
B*35:20
B*51:02
B*67:01
B*57:02
B*47:01
B*41:02
B*40:11
B*35:11
B*27:02
B*15:18
B*15:07
B*13:01

o

N

4 6 8
Frecuencia alélica en %

Figura 15. Frecuencia alelos HLA-B.
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Alelos HLA-C

C*04:01
C*07:02
C*07:01
C*01:02
C*03:05
C*06:02
C*03:04
C*12:03
C*08:02
C*16:01
C*05:01
C*02:02
C*15:02
C*03:03
C*17:01
C*12:02
C*18:01
C*14:02
C*03:02
C*02:10
C*15:05
C*08:01
C*15:09
C*07:17
C*07:04
C*14:03
C*08:04
C*04:03
C*03:38

o

N

N

Figura 16

6 8 10
Frecuencia alélica en %

. Frecuencia de alelos HLA-C.
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4.3.2 Comparacion de las frecuencias alélicas HLA Clase | (A, B, C) en

portadores del VIH-1 procedentes de tres regiones geograficas de Honduras

4.3.2.1 Comparacion de los alelos HLA-A en portadores del VIH-1

procedentes de las regiones centro, norte y sur de Honduras

Al comparar las frecuencias alélicas de los HLA del locus A en las poblaciones
analizadas segun su procedencia (region centro, norte y sur), encontramos que las
poblaciones de las tres regiones comparten el primer y segundo alelo mas
frecuente siendo estos: A*02:01 con frecuencias de 15.3% en la poblacion del
centro, 16.4% en la norte y 21.2% en la sur; y el alelo A*24:02 con frecuencias de
14.5%, 13.6% y 16.1% en las poblaciones del centro, norte y sur respectivamente.
Sin embargo el tercer alelo mas frecuente varia en cada region, en la poblacién
del centro es el A*68:03 (8.26%), en la del norte A*03:01 (8.41%) y en la del sur
A*68:01 (8.47%).

Al comparar las variantes alélicas de los participantes de la region centro contra
los de la region norte se encuentran diferencias en los siguientes alelos, puesto
que sus frecuencias son mayores en la poblacién del centro: A*01:01 (7.8% vs
3.6%), A*02:06 (3.31% vs 0.91%). Sin embargo se encontré la presencia de los
alelos: A*03:02 (0.85%) y A*68:05 (2.54%) en la poblacion del sur, pero estos
alelos no fueron encontrados en los participantes del centro. Ademas se observo
que el alelo A*30:01 esta presente en la poblacion del norte (3.41%) y ausente en
la poblacién del sur. Aunque en las comparaciones de todos los alelos

mencionados se obtuvo un valor p<0.05, su significacion estadistica se perdio tras
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la correccion (g>0.2). En la figura 17 se detalla la comparacion de frecuencias de

los alelos HLA-A por region.

CEN VS NOR | CEN VS SUR | NOR VS SUR Centro RANK Norte RANK Sur RANK
* A*01:01 5 9 5
A*01:02 42 42 22
A*02:01 1 1 1
A*02:02 28 23 19
A*02:04 41 28 30
A*02:05 13 19 18
* A*02:06 10 21 15
A*02:11 40 37 39
A*02:33 39 27 29
A*03:01 4 3 8
* A*03:02 38 24 20
A*11:01 9 6 10
A*23:01 8 10 9
A*24:01 37 36 38
A*24:02 2 2 2
A*24:03 36 35 A 37
A*25:01 18 22 T 27
A*26:01 12 117 1 16
A*26:07 35 A 34 7 36
A*26:08 27 4 41 7 42
A*29:02 11 8 11
* A*30:01 E 14 E 13 23
A*30:02 17 12 L 7
A*30:04 26 40 1 41
A*30:07 - 25 39 40
A*30:10 34 33 35
A*31:01 6 7 6
A*31:02 33 32 1 34
A*32:01 16 14 13
A*33:01 15 17 1 17
A*33:03 24 16 B 24
A*34:02 32 31 q 33
A*36:01 23 25 q 28
A*66:01 22 20 7 26
A*68:01 7 5 3
A*68:02 20 15 14
A*68:03 3 4 a4
* A*68:05 31 26 12
A*68:30 30 30 32
A*68:31 29 29 31
A*69:01 19 38 21
A*74:01 21 18 25
3 L f % s & £ % & s & & %%
o o o o o o o o o o o o o o o o

Frecuencia Alélica

Figura 17. Comparacion de frecuencias alélicas HLA-A en portadores del VIH-1
procedentes de las regiones centro, norte y sur de Honduras.

A la izquierda: comparacién de las frecuencias entre regiones, eje X: frecuencia alélica,
eje Y: alelos HLA-A, a la derecha: el Rank (posicién del alelo segun frecuencia).
* valor p<0.05.
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4.3.2.2 Comparacion de los alelos HLA-B en portadores del VIH-1

procedentes de las regiones centro, norte y sur de Honduras

Al comparar las frecuencias alélicas HLA del locus B por regidn geografica
(figura 18), encontramos que las tres poblaciones de estudio comparten a B*35:01
como alelo mas frecuente coincidiendo con frecuencias de 11.6%, 11.8% vy
11.02% en las regiones centro, norte y sur, respectivamente.

El segundo alelo mas frecuente en la poblacion del centro es el B*14:02 (7.1%),
seguido del B*40:02 (6.7%); en cambio en la del norte se observd mayor
frecuencia de los alelos B*07:02 (7.9%) y B*51:01(5.2%); y en la del sur los alelos
B*40:02 (11%) y B*07:02 (7.6%) fueron los mas frecuentes.

En la comparacion de las frecuencias alélicas de la poblacién del centro contra la
del norte, encontramos diferencia estadististicamente significativa en el alelo
B*14:02 puesto que es mas frecuente en la poblacién del centro (7.1% vs 2.1%)
(p=0.026 y g=0.12); ademas el alelo B*35:43 también se encontr6 con mayor
frecuencia en esta poblacion (6.3% vs 2.9%), mientras que el B*35:03 presento
una frecuencia de 1.25% en la poblacion del centro y estuvo ausente en la del
norte, pero en ambos casos la significacion estadististica se pierde tras correccion.
En sentido contrario se encontré6 mayor frecuencia de los alelos B*39:08 (2.7% vs
0.42%) y B*57:01 (2.5% vs 0.42%) en la poblacion del norte respecto a la del
centro. No se encontraron diferencias significativas al comparar los alelos HLA-B
de la poblacion del centro contra la del sur. Sin embargo se observo frecuencia
aumentada del alelo B*40:02 (11% vs 4.3%) en la poblacion del sur comparada

con la del norte, pero sin significacion estadistica tras correccion.
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Centro Norte Sur

NOR VS CEN [CEN VS SUR|NOR VS SUR RANK RANK RANK
B*07:02 5 2 3
B*08:01 9 8 5
B*13:01 53 68 69
B*13:02 22 29 31
B*14:01 21 34 33

* B*14:02 2 19 8
B*15:01 13 22 21
B*15:03 20 21 9
B*15:04 52 67 68
B*15:07 51 66 67
B*15:10 36 25 42
B*15:16 50 65 66
B*15:17 35 47 51
B*15:18 69 S5 58
B*15:20 68 54 57
B*18:01 15 1 1
B*27:02 67 53 56
B*27:03 66 52 55
B*27:05 28 30 32
B*35:01 1 1 1
B*35:02 65 26 30

* B*35:03 27 56 39
B*35:08 64 51 38
B*35:11 49 64 65
B*35:12 12 6 13
B*35:16 63 69 41
B*35:17 19 27 43
B*35:20 34 57 40

* B*35:43 4 10 7
B*37:01 62 46 37
B*38:01 8 9 28
B*39:01 48 20 20
B*39:02 33 42 36
B*39:05 11 17 6
B*39:06 32 41 35

* B*39:08 47 13 16
B*39:11 26 24 10
B*40:01 31 31 24

* B*40:02 3 4 2
B*40:11 46 63 64
B*40:27 45 62 63
B*41:01 30 40 49
B*41:02 61 50 54
B*42:01 44 37 46
B*42:02 60 49 53
B*44:02 25 23 22
B*44:03 7 5 12
B*45:01 18 12 15
B*47:01 43 61 62
B*48:01 16 33 25
B*49:01 10 14 17
B*50:01 59 45 27
B*51:01 6 3 4
B*51:02 58 44 50
B*51:07 57 39 48
B*52:01 14 7 14
B*53:01 17 15 29
B*53:05 42 60 61
B*55:01 29 36 34
B*56:01 41 43 26

* B*57:01 40 16 18
B*57:02 56 48 52
B*57:03 55 32 44
B*57:30 39 59 60
B*58:01 24 18 19
B*58:02 38 28 23
B*67:01 37 58 59
B*73:01 54 38 47
B*81:01 23 35 45

- o S o o 0 S w ~ o S o
o o -— -~ [=] [=1 - -— S =} - -
o o o o o o o o o o o o

Frecuencia Alélica
Figura 18. Comparacion de frecuencias alélicas HLA-B en portadores del VIH-1
procedentes de las regiones centro, norte y sur de Honduras.

A la izquierda: comparacién de las frecuencias entre regiones, eje X: frecuencia alélica,
eje Y: alelos HLA-B, a la derecha: el Rank (posicién del alelo segun frecuencia).
* valor p<0.05. * valor p<0.05 y gq<0.2.
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4.3.2.3 Comparacion de los alelos HLA-C en portadores del VIH-1
procedentes de las regiones centro, norte y sur de Honduras

En la comparacion de las frecuencias alélicas del locus C (figura 19) encontramos
que la poblaciones de las regiones centro y norte comparten los tres alelos mas
frecuentes, siendo estos: el C*04:01, C*07:02 y C*07:01 con frecuencias del
15.7%, 12.5% y 12%, respectivamente en la poblacion del centro, y 16.8%, 13.4%
y 10.7% en la del norte. En cambio en la poblacion del sur el alelo mas frecuente
es el C*07:02 (19.5%), seguido del C*01:02 (11.9%) y C*03:05 (10.2%).

Al comparar las frecuencias de los alelos encontrados en la poblacion del centro
contra la del norte, unicamente el C*08:02 parece ser mas frecuente en la del
centro (7% vs 3.2%). En la comparacion de la poblacion del centro contra la del
sur observamos que el alelo C*04:01 fue mas frecuente en la del centro ( 15.7% vs
8.5%). En sentido contrario se encontré mayor frecuencia de los alelos C*01:02
(11.9% vs 5.9%) y C*03:05 (10.2% vs 4.7%) en la poblacion del sur con respecto a
la del norte, sin embargo el C*04:01 mostré menor frecuencia en la poblacion del
sur (15.7% vs 8.5%). Aunque todas las comparaciones pierden la significacion

estadistica tras la correccion.
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NOR VS CEN [ CEN VS SUR | NOR VS SUR Centro RANK Norte RANK Sur RANK
* C*01:02 4 4 2
C*02:02 13 11 8
Cc*02:10 25 20 15
C*03:02 24 19 14
C*03:03 15 15 16
C*03:04 8 9 7
* C*03:05 5 8 3
C*03:38 29 28 28
* * C*04:01 1 1 4
C*04:03 28 27 27
C*05:01 12 12 6
C*06:02 9 6 9
C*07:01 3 3 5
C*07:02 2 2 1
C*07:04 27 25 25
C*07:17 23 21 23
C*08:01 18 23 19
* C*08:02 6 10 10
C*08:04 22 29 29
C*12:02 17 16 17
C*12:03 7 5 12
C*14:02 19 18 18
C*14:03 26 26 26
C*15:02 1 14 11
C*15:05 14 22 24
C*15:09 21 24 20
C*16:01 10 7 13
C*17:01 20 13 21
C*18:01 16 17 22
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Frecuencia Alélica

Figura 19. Comparacion de las frecuencias alélicas HLA en portadores del VIH-1
procedentes de las regiones centro, norte y sur de Honduras.

A la izquierda: comparacién de las frecuencias entre regiones, eje X: frecuencia alélica,
eje Y: alelos HLA-C, a la derecha: el Rank (posicion del alelo segun frecuencia).
* valor p<0.05.
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4.4 RELACION DE LOS ALELOS HLA DE RIESGO O PROTECCION
CON PARAMETROS CLINICOS DE VIH

Con el objetivo de comprobar si los alelos que en otras poblaciones han sido
reportados como alelos de “riesgo” 6 alelos “protectores” tienen el mismo efecto en
nuestra cohorte, hemos relacionado los alelos descritos por Goulder y
colaboradores (Goulder & Walker, 2012) con variables analiticas que determinan
la progresion a enfermedad en la infeccion por VIH-1 como lo son: el recuento de
linfocitos T CD4+ (cel/uL), la determinacion de carga viral (log copias/mL) y el Z-
score.

Observamos que 71 individuos presentaron 14 alelos de los reportados como
alelos “protectores”, entre ellos los encontrados con mayor frecuencia fueron:
HLA-B*44:03, B*58:01 y B*57:03 con frecuencias alélicas en este grupo de estudio
(n=71) de 22.5%, 15.4% y 7% respectivamente. En el locus A el alelo A*25:01
mostro una frecuencia de 1.4%, A*32:01 y A*74:01 ambos con 8.4% de frecuencia
alélica.

Cientocuarenta y cinco individuos presentaron alelos de riesgo siendo los mas
frecuentes en el locus B: el alelo B*35:01 (37.2%), B*51:01 (20%) y B*07:02
(17.2%). En el locus A, se encontro el A* 36:01 con 2% de frecuencia.

Al relacionar individualmente cada uno de los alelos con la carga viral, el recuento
de linfocitos T CD4+ y el Z-score, como se muestra en la figura 20, se observa una
tendencia en los portadores de alelos “protectores” presentan carga viral por
debajo de la mediana, recuento linfocitos T CD4+ y Z-score por encima de la

mediana y en los portadores de alelos de “riesgo” ocurre lo contrario.
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En cuanto a la carga viral individuos portadores de los alelos: B*14:02, B*44:03,
B*52:01, B:57*01/02/03, B*58:01, B*81:01 y A*74:01 presentan carga viral por
debajo de la mediana (<4.3 log), en sentido contrario los portadores de los alelos:
B*35:01/02, B*45:01, B*51:01, B*53:01 y A*36:01 presentan carga viral por encima
de la mediana (>4.3 log) observandose el mismo efecto que ha sido reportado en
otras poblaciones.

Con respecto al recuento de linfocitos T CD4+ los portadores de los alelos
B*13:02, B*14:02, B*42:01, B*44:03, B*57:01/02/03 y A*74:01 presentaron
recuento de linfocitos T CD4+ arriba de la mediana (>385 cel/uL) y los portadores
de los alelos: B*07:02, B*18:01, B*35:02, B*45:01 y B* y los alelos: B*07:02,
B*18:01, B*35:02, B*45:01, B*53:01 y A*36:01 presentan recuento por debajo de
la mediana (<385 cel/uL) lo que sugiere que estos alelos en nuestra poblacion
también presentan algun tipo de proteccion o riego en la progresion a enfermedad.
En el caso del parametro de evolucion que relaciona tanto la carga viral como el
recuento de linfocitos T CD4+ denominado Z-score los portadores de los alelos:
B*13:02, B*14:02, B*44:03, B*57:01/02/03 y A*74:01 presentaron un valor por
encima de la mediana (>0.2), lo que se interpreta como un buen prondstico ya que
es positivo, en contraste los portadores de los alelos: B*18:01, B*35:02, B*45:01 y
A*36:01 mostraron un Z-score por debajo de la mediana (<0.2) siendo este
negativo lo que indica mal pronostico en la progresion a enfermedad. Sin
embargo, en ningun alelo se encontré diferencia estadisticamente significativa,
esto puede explicarse debido al alto polimorfismo observado, el numero de
individuos que presentan estos alelos es bajo como para poder encontrar fuertes

asociaciones.
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Por esta razon se agruparon los 71 individuos que presentaban alelos que han
sido asociado con lenta progresion a sida a los cuales hemos denominados “ HLA
proteccion” y los 145 que presentaban alelos que han sido relacionados con rapida
progresion a enfermedad denominado “HLA riesgo”; y ambos grupos se
compararon con 58 individuos que no presentaban ni alelos de riesgo ni alelos
protectores a los que hemos denominado “el resto”; excluyendo aquellos que
presentaron tanto alelos protectores como de riesgo debido a que por el efecto
aditivo que presentan los alelos HLA al encontrarse en un individuo alelos
protectores y de riesgo se anulan dichos efectos, por lo que en estos individuos es
dificil encontrar asociacion con los parametros de evolucion a enfermedad: carga
viral, recuento linfocitos T CD4+ y Z-score.

Al comparar la mediana de carga viral de VIH-1, del recuento de linfocitos T CD4+,
y del Z score de los “HLA proteccion” contra los “HLA riego” y “el resto”; se
observd que los “HLA proteccion” presentan carga viral menor que la que
presentan los “HLA riesgo” (p=0.002) y menor que la que se observa en “el resto”
(p=0.022); recuento de linfocitos T CD4+ mayor que la que presentaron los “HLA
riesgo” (p=0.006) y “el resto” (p=0.021) y Z-score positivo mayor que el valor
observado en los “HLA riesgo” (p=0.022) y “el resto” (p=0.0033). Sin embargo no
se encontré diferencia significativa al comparar las medianas de los parametros
antes descritos entre los portadores de alelos asociados con progresién a sida
“HLA riesgo” y aquellos que no presentaron alelos asociados con progresion “el

resto”.
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Figura 20. Relacion de alelos HLA de “riesgo/protecciéon con variables analiticas
que determinan progresion a enfermedad en la infeccion por VIH-1.



El tamafio de la caja indica el recorrido intercuartilico, la linea media horizontal indica la mediana,
las lineas exteriores indican los valores maximos y minimos. A. Asociacion de alelos HLA con
carga viral plasmatica, izquierda: con alelos protectores, centro: con alelos de riesgo, derecha:
comparacion entre grupos (“HLA proteccion”: individuos portadores de alelos protectores”, “HLA
riesgo”: individuos portadores de alelos de riesgo” y “el resto”: individuos que no presentan alelos
protectores ni de riesgo. B: Asociacién de alelos HLA con el recuento de linfocitos T CD4+.
C: Asociacion de la variable de progresién Z-score.

4.5 DETERMINACION DE FRECUENCIAS DE ALELOS HLA
ASOCIADOS CON HIPERSENSIBILIDAD A FARMACOS
ANTIRRETROVIRALES

4.5.1 Alelos HLA-B*57:01 asociado con hipersensibilidad al abacavir

En los 399 individuos que amplificaron para la genotipificacién del locus HLA-B
encontramos una frecuencia alélica global de 1.75% del alelo B*57:01 fuertemente
asociado con sindrome de hipersensibilidad al abacavir (IC95%: 0.8-2.7%). Al
comparar la frecuencia entre las poblaciones de las tres regiones, se observo que
en la region norte se encontré con mas frecuencia 2.5% (IC95%: 1.4-3.6%)
seguido de la poblacion del sur con 1.69% (IC95%: 0.8-2.6%) y la del centro con

0.42% (1C95%: 0-1%).

4.5.2 Alelos HLA asociados con hipersensibilidad a nevirapina

Los alelos que han sido relacionados con hipersensibilidad a nevirapina y que
fueron estudiados en esta cohorte son: HLA-B*14 el cual presenta una frecuencia
global de 4.7% (1C95%: 3.3-6.2%), y frecuencias de 8.75% (1C95%: 6.8-10.7%) en
la poblacién del centro, 2.73% (IC95%: 1.6- 3.9%) en la norte y 4.24% (1C95%:
2.9-5.6%) en la poblacion del sur. Asi mismo se observod una frecuencia global de

15.3% (1C95%: 12.9%-17.9%) del alelo C*04 y frecuencias de 15.7% (IC95%:
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13.1-18.2%), 17% (IC95%: 14.4-19.9%) y 8.47% (IC95%: 6.6-10.4%) en las
poblaciones de la region centro, norte y sur respectivamente. Otro alelo
fuertemente asociado con sindrome de hipersensibilidad a nevirapina es el C*08
del cual se obtuvo una frecuencia global de 5.6% (IC95%: 4-7.2%) y en las
poblaciones de las tres regiones geograficas de: 8.67% (IC95%: 6.7-10.6%) en el

centro, 4.09% (1C95%: 2.7-5.5%) en el norte y 5.09% (1C95%: 3.6-6.7%) en el sur.
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CAPITULO 5. DISCUSION

Este es el primer estudio a nivel nacional que describe la frecuencia de factores
genéticos relacionados con la proteccidn o progresion a enfermedad, por medio de
la tipificacion de? alta resolucién de los alelos HLA clase | (loci: A, B y C). Asi
mismo, constituye un esfuerzo inicial en reportar la frecuencia de la delecion de 32
pares de bases en el correceptor CCR5 denominada CCR5A32 mediante la
amplificacion del gen CCR5 por PCR en punto final, en portadores del VIH-1
procedentes de tres regiones de Honduras que reportan las mayores prevalencias
de VIH-1.

Estos factores genéticos han sido ampliamente estudiados en poblaciones
caucasicas, asiaticas y africanas, logrando asociarlos con diferentes entidades
clinicas. Sin embargo, existen pocos estudios que describan la frecuencia de estos
polimorfismos genéticos en paises Centro y Suramericanos. La poblacion de
Honduras presenta un bagaje genético heterogéneo debido a la variedad del
origen de sus ancestros (amerindios, caucasicos y afrodescendientes).

El interés de este estudio descriptivo, transversal y multicéntrico radica en aportar
informacion sobre la diversidad de estos alelos en poblacion mestiza, como es el
caso de la poblacion hondurefia, su comparacion en tres poblaciones diferentes de
las regiones centro, norte y sur del pais; la relacion de los alelos descritos como
“protectores” o de “riesgo” en la progresion de la infeccion por VIH-1 con la carga
viral, el recuento de LT CD4+ y Z-score, variables analiticas empleadas en la
evaluacion de la progresion a sida; ademas, también, la descripcion de las

frecuencias de los alelos HLA con implicaciones en farmacogenética. Todo ello,
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hace que este estudio pueda ser de un interés especial para la comunidad
cientifica y establecer las bases para futuros estudios de asociacion, ya que por el
disefio de este estudio no es posible determinar alelos HLA como “protectores” o
de “riesgo”, pues para esto se necesita una cohorte de pacientes en seguimiento
de por lo menos 8 afos y la categorizacién de los pacientes en progresores
cronicos, progresores rapidos o no progresores a largo plazo. Sin embargo, este
estudio constituye el primer esfuerzo por describir las frecuencias de estos alelos y

evaluar su relacidn con las variables analiticas.

5.1 CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS Y CLINICAS DE
LA POBLACION DE ESTUDIO

Al analizar los resultados de las variables sociodemograficas de la muestra
estudiada (n=402), observamos que la mayoria de los pacientes se infectaron por
el VIH-1 a una edad temprana, ya que el 70% de los pacientes pertenecen al
grupo etario de 18 a 39 afios; este dato coincide con los informes de la Secretaria
de Salud de Honduras donde reportan que la poblacion joven, en edad
reproductiva y econdmicamente activa es la que esta principalmente afectada por
la epidemia de VIH en el pais (SESAL, 2015). Mas del 60% de la poblacion
analizada corresponde a individuos de bajo nivel educativo y socioecondémico,
como lo indican los reportes nacionales e internacionales, este hecho dificulta el
control de la epidemia ya que ésta sigue estando concentrada en grupos
especificos de la poblacion para los cuales acceder y recibir los servicios de

atencion médica necesarios presenta varias limitaciones (OPS, Foro 2015).
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El recuento de linfocitos T CD4+ es considerado un factor prondstico de
progresion clinica y de mortalidad. Ademas, junto con la determinacion de la carga
viral, sirve para establecer si el paciente inicia el TARGA, y en el caso de
pacientes que ya hayan iniciado el TARGA, sirve para evaluar la eficacia del

mismo (Deeks SG et al.,, 1999). En el analisis de las variables analiticas,

observamos que la mediana del recuento de linfocitos T CD4+ fue de 298 cel./uL
IQR (96-509), el 40% de los participantes del estudio (n=159) presentaban
recuento de linfocitos T CD4+ <200 cel./uL, lo que indica que este grupo de
pacientes se clasifican como sida inmunoldgico o infeccion avanzada de VIH-1, y
concuerda con los reportes de que en paises Latinoamericanos es comun que los
portadores del VIH-1 se encuentren en estadios relativamente avanzados de la
infeccion cuando acuden a los sistemas de salud (Bastos Fl, et al., 2008). Siendo
que nuestra cohorte es de pacientes pre tratamiento, esto sugiere que el
diagnéstico tardio sigue siendo comun en el pais, y a pesar de las campafias de
concienciacién para que la poblaciones en riesgo se realicen regularmente la
prueba de VIH, la poblacion infectada sigue sin conocer su condicién hasta que
comienza el desarrollo de manifestaciones clinicas, cuando comienza a debilitarse
su sistema inmune por la pérdida progresiva de linfocitos T CD4+.

El 26% (n=105) de los analizados presento un recuento de linfocitos T CD4+ >500
cel./uL, lo que indica un buen control de la infeccidn por parte de estos pacientes o
que la infeccion es reciente, sin embargo, esto no se puede afirmar con certeza ya
que esto representa uno de los grandes desafios para el estudio de factores

genéticos en progresion del VIH-1, que no se conoce con exactitud el tiempo de
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infeccidn, por lo tanto la clasificacion de portadores en los diferentes patrones de
progresion siempre representa un reto en el disefio de este tipo de estudios.

Otra variable analitica ampliamente utilizada para evaluar la evolucion del VIH-1
es la determinacion de carga viral plasmatica. En nuestra cohorte observamos que
la mediana de la carga viral fue de 4.46 log QR (3.61-5.16) equivalente a 25,000
copias/mL, cifra que es considerada como carga viral intermedia. Se espera que al
iniciar terapia antirretroviral tras un periodo medio de 3-8 semanas baje a niveles
indetectables (< 50 copias/mL). Algunos pacientes, especialmente aquellos que
parten con cargas virales altas (>40,000 copias/mL), pueden tardar mas de 24
semanas en lograr niveles inferiores a 50 copias/ml (Hicks C. et al, 2004). Es
importante lograr que el paciente alcance determinaciones de carga viral menor de
50 copias/mL, puesto que se ha comprobado que aunque siempre sigue
existiendo replicacion viral en el tejido linfatico, si la carga viral es inferior a esta
cifra no se desarrollan mutaciones de resistencia a los farmaco antirretrovirales
(Nettles RE. et al., 2004).

Tanto el recuento de linfocitos T CD4+ como la determinacion de carga viral son
variables indispensables para establecer si la infeccion esta evolucionando a
estadios mas avanzados. Por lo general, cuando un individuo presenta altos
recuentos de linfocitos T CD4+ se espera que la determinacion de carga viral sea
baja, y viceversa. Pero esta condicion no siempre se cumple, por lo que hay
personas que mantienen altos recuentos de linfocitos T CD4+, y de igual manera
altas cargas virales en plasma, lo cual dificulta la interpretacion de la evolucion de

la infeccion por VIH-1. Debido a este fenbmeno, nos propusimos utilizar un
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parametro denominado Z-score que relaciona ambas variables y nos proporciona
un resultado concreto.

El Z-score es una variable de progresién de enfermedad que relaciona el recuento
de linfocitos T CD4+ y la carga viral de VIH, descrita por Garrido-Rodriguez y
colaboradores. Los valores positivos (>0) se asocian con individuos de mejor
prondstico (menor progresion a sida) mayor recuento de linfocitos T CD4+ y carga
viral baja; los valores de Z-score negativos (<0) representan lo contrario (Garrido-
Rodriguez et al, 2016). Aplicando esta ecuacion a todos los participantes,
encontramos que la mediana del Z-score de nuestra cohorte fue de -0.00529 IQR
(-0.681-0.715), que por ser negativo se interpreta como mal prondstico de
progresion a enfermedad, esto puede explicarse debido a que el diagndstico tardio
es un hecho observable a través del tiempo en la mayoria de los paises de
Latinoamérica.

Al igual que lo reportado por otros investigadores (Murillo et al, 2013; Avila-Rios et
al, 2015), la mayoria de las muestras de nuestra cohorte corresponden a
individuos infectados por el VIH-1 subtipo-B, con baja frecuencia de formas
recombinantes.

Al estratificar los resultados por region, un dato importante a resaltar es que el
recuento de linfocitos T CD4+ en los participantes de la region norte es mas alto
que las regiones centro y sur (p=0.014) (378 cel./uL promedio en la zona norte,
190 cel./uL en zona centro y 184 cel./uL en zona sur), presenta una carga viral
intermedia equivalente a 25,000 copias/mL y un Z-score positivo cercano a 1

(0.78), indicando un mejor pronodstico en la evolucion a la enfermedad.
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Sin embargo, la poblacién del centro parece ser la que presenta indicadores de
mayor progresion de la infeccion por VIH-1, ya que la media del recuento de
linfocitos T CD4+ es <200 cel./uL indicativo de sida inmunoldgico, la determinacién
de la carga viral es alta (4.7 log) equivalente a > 50,000 copias/mL, la mediana del
Z-score de es negativo sugiriendo mal prondstico en la progresion a enfermedad.

En resumen, podemos afirmar que los pacientes analizados en este estudio
presentaron caracteristicas sociodemograficas similares a las publicadas por la
Secretaria de Salud de Honduras y ONUSIDA. Unicamente encontramos
diferencia estadisticamente significativa entre las tres poblaciones de estudio
(regiones centro, norte y sur) en el recuento de linfocitos T CD4+. Sin embargo
parece haber una tendencia en las caracteristicas analiticas mostrando una mayor
progresion a enfermedad en la poblacion del centro en comparacion con la

poblacion del norte, donde se observa el efecto contrario.

5.2 DETERMINACION DE LA FRECUENCIA DE LA DELECION
CCR5A32

Uno de los factores genéticos ampliamente estudiado en la progresion a
enfermedad en portadores del VIH-1 corresponde a la delecién encontrada en el
receptor de quimiocina CCRS5, una proteina que en los vertebrados esta codificada
por el gen CCR5, miembro de la familia de receptores de beta quimiocinas de
las proteinas integrales de membrana que actua como correceptor en la entrada
del VIH a los linfocitos T CD4+ (Comerford |, & McColl R, 2011). Las cepas de

VIH-1 con tropismo por monocitos y linfocitos T CD4+ activados (M-tropicas o
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cepas R5), utilizan como correceptor la proteina CCRS. La delecion de 32 pb de
este correceptor, denominada CCR5A32, en homocigosis impide la expresion de
esta proteina, y en heterocigosis disminuye la expresion de la misma; por lo que
esta delecién juega un papel fundamental en la progresion a enfermedad (Nelson,
et al., 1997). Se ha descrito que los individuos homocigotos para esta delecion se
consideran resistentes a la infeccién por VIH-1 (al menos para las cepas R5) y
aquellos que son heterocigotos progresan lentamente a sida (Marmor, et al.,
2015).

La prevalencia de la delecion CCR5-A32 varia con los diferentes grupos étnicos.
Aunque se cree que esta mutacion es reciente en términos evolutivos - no mayor
de dos mil quinientos afos -, ha alcanzado frecuencias relativamente altas en
caucasicos, donde esta presente en 10-20% de pobladores del norte de Europa
(Poropatich K. et al., 2011); mientras que en la poblacion asiatica las prevalencias
varian de 0-12% de forma heterocigota (Pereyra F. et al., 2008). Se estima que en
las poblaciones donde la delecion se encuentra con mayor frecuencia, como
ocurre en el norte de Europa y Asia occidental, aproximadamente el 1% de los
caucasicos son homocigotos (Rodriguez-Da Silva et al., 2015).

En nuestro estudio se observé que la frecuencia global de la delecion CCR5A32
en la poblacion estudiada fue de 7.2%, en heterocigosis en todos los casos. Estos
resultados coinciden con los reportes de otros paises Latinoamericanos como
Costa Rica, en donde se reportan frecuencias en poblacion general de 7.6% en
heterocigosis y 1.4% en homocigosis (Calvo-Flores, et al., 2014). Un estudio
realizado en México por Valadez y colaboradores reporté frecuencias de 17.7% de

heterocigosis en poblacion infectada con VIH, 13.7% en individuos expuestos

112



seronegativos y 6.2% en poblacion general; un dato interesante, es que al
clasificar los individuos VIH positivos segun su patrén de evolucion, el 100% de los
no progresores a largo plazo presenté la delecion CCR5A32, lo que apoya el papel
de este factor genético en la lenta progresion a enfermedad (Valadez, Gonzalez, &
Lara, 2011). En Argentina se reportan frecuencias de 15.3% en heterocigosis y
2.5% en homocigosis en poblacion general, y en poblacion infectada con VIH de
2.5% en heterocigosis (Motta, Cibulsky, lliovich, & Sorrentino, 2000).

Al comparar la frecuencia de la delecion CCR5A32 en las poblaciones de las tres
regiones geograficas, encontramos que la zona norte presenta una frecuencia de
8.7%, seguido de la region centro con 5.7% y la sur con 5%; no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre regiones.

Al analizar las caracteristicas clinicas y variables analiticas utilizadas para evaluar
la progresion a enfermedad, observamos que los portadores de la delecidon
CCR5A32 presentan cifras similares en el recuento de linfocitos T CD4+, carga
viral y Z-score que el resto de la poblacion estudiada. Llama la atencion que el
62% (18/29) presentaron al menos 1 alelo HLA considerado de riesgo para
progresion a enfermedad, y aun asi, un subgrupo que corresponde al 38% (n=7)
mantiene recuentos de linfocitos T CD4+ > 500 cel./uL, carga viral < 6 log y un Z-
score positivo, por lo que es necesario dar seguimiento a este grupo de pacientes
para evaluar si se comportaran como progresores lentos, como lo reporta la
literatura. Ademas en la infeccion por VIH la progresion a enfermedad es un
proceso complejo y multifactorial; es la interaccion entre estos y otros factores lo

que determina la progresion o no progresion a sida.
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Un meta-analisis realizado en trabajos publicados desde 1995 hasta 2015 sobre la
delecién CCR5A32 en 30 poblaciones brasilefias reportdé una frecuencia global de
4%, y al comparar las frecuencias entre regiones encontraron frecuencias mas
altas de CCR5A32 entre las poblaciones de la region Sureste donde la influencia
de los europeos durante la conquista fue mayor en comparacién con las del
Noreste de Brasil (Silva Carvalho et al., 2016). Este mismo fendmeno puede
ocurrir en nuestra cohorte, por lo que consideramos, seria de gran importancia
investigar la frecuencia de CCR5A32 en poblacion general (no infectada con VIH-
1) para conocer su frecuencia en homocigosis, ya que no es de extraiarse no
encontrar individuos homocigotos porque como se ha expuesto anteriormente, los
individuos homocigotos se consideran resistentes a la infeccion por VIH-1 al
menos a las cepas R5 las cuales se encuentran principalmente en los primeros
estadios de la infeccion.

Se ha descrito que esta delecion esta ausente o en frecuencias muy bajas entre
los africanos y amerindios (Nasir IA. et al., 2015). La ausencia o rara ocurrencia de
CCRb5A32 entre los nativos africanos puede ser una explicacion de la alta tasa de
transmision del VIH y la carga de la enfermedad en esta poblacion. Un estudio
realizado en Camerun donde se analizan diferentes polimorfismos de los
correceptores celulares utilizados por el VIH, no reporta presencia de la delecion
CCR5A32 en la poblacion estudiada, sin embargo, reporta alta frecuencia de otros
polimorfismos asociados con rapida progresion o mayor transmision del VIH

(Nkenfou et al., 2013).
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Otro estudio realizado en infantes VIH positivos de varias poblaciones, demuestra
que la poblacion africana no solo carece de alelos protectores como CCR5A32,
sino que ademas presenta alta frecuencia de alelos de riesgo, en esta poblacion
se encontré que la mutacion CCR5-59356-T, la cual esta fuertemente asociada
con una mayor tasa de transmision perinatal de VIH-1, es relativamente comun en
afroamericanos (20,6%) y raro en caucasicos e hispanos (3,4 y 5,6%) (Kostrikis
LG. et al., 2009). Esto podria explicar que ademas de las conductas de riesgo, el
componente genético esta relacionado con la alta prevalencia del VIH-1 en
poblacién garifuna de nuestro pais, la cual es uno de los grupos étnicos de afro
descendientes mas numeroso en Honduras, por lo que es necesario el estudio de
este y otros polimorfismos asociados con progresion/ tasa de transmision en la

infeccidn por VIH-1 en esta poblacion.

5.3 DETERMINACION DE FRECUENCIAS ALELICAS HLA CLASE |
(A, B, C)

5.3.1 Distribucién de los alelos HLA Clase | (A, B, C) en la poblacién de
estudio

El polimorfismo genético hace referencia a la existencia de multiples alelos de
un gen en una poblacion. Es decir, un polimorfismo es una variacion en la
secuencia de un lugar determinado del ADN entre los individuos de una poblacién
(Bajo-Arenas et al., 2009). Al sistema HLA se le atribuye ser el sistema genético
mas polimorfico en los humanos, sin embargo, el nivel de polimorfismo varia en

cada poblacion, debido al bagaje genético con que cuenta cada una de estas.
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Se observd que la poblacion de estudio presenta un alto nivel polimorfico,
encontrandose 140 alelos distintos, 42 alelos para el locus A, 69 variantes alélicas
para el locus B y 29 para el locus C. Al comparar nuestros resultados con los
reportes de otras poblaciones, encontramos que en una cohorte de 1,211
individuos VIH positivo sin tratamiento antirretroviral de Sudafrica, en la tipificacion
de los alelos HLA Clase | se encontraron unicamente 65 alelos distintos: 23 para el
locus A, 25 para el locus-B y 17 para el locus C (Alasdair et al., 2010), menos del
50% de las variantes encontradas en nuestra poblacion, aun cuando la muestra es
tres veces mas grande.

Otro estudio realizado en poblacion japonesa en el que se analizan 504 individuos
VIH positivo asintomaticos mostré una diversidad alélica de tan solo 48 variantes:
11 para HLA-A, 22 para HLA-B, y 15 para HLA-C (Naruto et al., 2012), un tercio de
la diversidad alélica encontrada en nuestra poblaciéon. En un estudio realizado en
Panama por Vernaza y colaboradores en el cual se incluyeron 799 participantes
de poblacion general encontraron 61 variantes alélicas para los HLA de Clase I: 19
para el locus A, 28 para el locus B y 14 para el locus C (Vernaza et al., 2014).
Estos resultados ponen de manifiesto que las 140 variantes de los alelos HLA
encontrados en nuestra cohorte puede considerarse con un alto nivel de
variabilidad, la alta heterogeneidad de nuestra poblacion puede explicarse debido
a la influencia de genes amerindios, caucasicos y afrodescendientes,
caracteristico de las poblaciones mestizas Latinoamericanas (Silva-Zolezzi, et al.,
2009). Nuestros resultados son comparables con un estudio realizado por Garrido

y colaboradores donde al determinar las frecuencias de los alelos HLA de Clase |
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en 511 mestizos mexicanos VIH positivos encontraron 164 alelos distintos, 43
variantes para el locus A, 87 para el locus B y 34 para el C (Garrido et al., 2016).
Al igual que en todas las cohortes antes mencionadas, nuestra poblacion mostro
mayor diversidad alélica en el locus B, lo cual no nos sorprende ya que hasta la
fecha se constituye como el locus mas polimorfico del genoma humano, ya que se
han descrito hasta la fecha 4,828 variantes alélicas (IMGT/HLA, 2017).

Al analizar las frecuencias de los alelos HLA en toda la poblacion de estudio
(n=402) para el locus A observamos mayor frecuencia de los alelos A*02:01
(16.8%), seguido del A*24:02 (14.1%), ambos alelos amerindios reportados en
poblacién indigena de América Latina y el alelo A*03:01 (7.5%) un alelo propio de
africanos (IMGT/HLA, 2017). Para el locus B, los dos principales alelos
encontrados fueron: B*35:01 (11.6%) y B*07:02 (7.0%) ambos se reportan como
de distribucion universal, mientras que en tercer lugar el alelo B*40:02 (6.0%), un
alelo amerindio. En el locus C se observd mayor frecuencia del alelo C*04:01
(15.0%), un alelo amerindio, seguido de C*07:02 (14.1%), un alelo de origen
caucasico, y el alelo C*07:01 (10.75%), reportado como de distribucion universal.
Estos resultados son comparables con otros estudios realizados en poblaciones
con caracteristicas genéticas similares a la nuestra, en donde se determinaron las
frecuencias de HLA-A y HLA-B; como la poblacion mestiza de Colombia, (Avila-
Portillo et al., 2010) poblacion mexicana (Garrido et al., 2016), argentina (Alfaro E.
et al., 2004), y panamefia (Vernaza et al., 2014) que mostraron como alelos mas
frecuentes A*02, A*24, B*35 y B*40, ademas en poblacién mexicana y panamefia
los alelos del locus C mas frecuentes fueron C*04 y C*07, coincidiendo con

nuestros hallazgos.
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Comparaciones realizadas por otros investigadores han demostrado que las
frecuencias alélicas HLA de las poblaciones Latinoamericanas varian
sustancialmente con los reportes de poblaciones europeas, canadienses y de
Estados Unidos (caucasicas). Un estudio realizado por Avila-Rios y colaboradores
demostré que de los alelos HLA-A*02, A*24, A*68, B*35, B*39, C*04 y C*08 se
observaron frecuencias significativamente mas altas en la cohorte mexicana
comparada con las cohortes caucasicas en consonancia con los reportes de alelos
tipicos amerindios (Godoresky et al., 2001). Por el contrario, los alelos HLA-A*01,
A*03, B*27, B*44, B*57, C*05 y C*06 se observaron en frecuencias
significativamente mas bajas en la cohorte mexicana en comparacion con las
caucasicas (p <0,005, g <0,01), consistente con la mayor frecuencia de estos

alelos entre los caucasicos (Avila-Rios et al., 2009).

5.3.2 Comparacion de las frecuencias alélicas HLA Clase | (A, B, C) en

portadores del VIH-1 procedentes de tres regiones geograficas de Honduras

Al comparar las diferentes frecuencias de los alelos HLA en poblaciones
procedentes de las regiones geograficas: centro, norte y sur del pais, observamos
que aunque la mayoria de la poblaciéon hondurefia se considera mestiza, existen
algunas diferencias en las distribuciones alélicas en cada una de las regiones. En
la comparaciéon de las frecuencias alélicas HLA del locus B de la poblacion del
centro contra la del norte, encontramos diferencia estadisticamente significativa en
el alelo de distribucion mundial B*14:02 puesto que es mas frecuente en la
poblacién del centro (7.1% vs 2.1%) (p=0.026 y q=0.12). Algo importante a

mencionar es que este alelo ha sido reportado como un alelo protector en la
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progresion a enfermedad en la infeccion por VIH-1, asociado con altos recuentos
de linfocitos T CD4+ y determinaciones bajas de carga viral (Goulder & Walker,
2012).

Aunque en la mayoria de las comparaciones no fue posible establecer
significacion estadistica debido a que se perdido el poder estadistico tras la
correccion a multiples comparaciones (p<0.05, pero g>0.2). No obstante, al ser
este el primer reporte de frecuencias HLA en Honduras, consideramos importante
reportar que encontramos la presencia de los alelos: A*03:02 (0.85%), un alelo de
distribucion mundial, y A*68:05 (2.54%), un alelo reportado en poblacion amerindia
en la region del sur, estos alelos no fueron encontrados en los participantes del
centro. Ademas, se observd que el alelo altamente reportado en poblacion
afrodescendiente A*30:01 esta presente en la poblacion del norte (3.41%) y

ausente en la poblacion del sur.

En cuanto al locus B, encontramos que el alelo amerindio B*35:43 se encontré con
mayor frecuencia en la poblacion del centro al compararla con la norte (6.3% vs
2.9%), mientras que el alelo de mestizos hispanos B*35:03 presenté una
frecuencia de 1.25% en la poblacién del centro y estuvo ausente en la del norte,
dato interesante ya que este alelo ha sido fuertemente asociado con mayor
progresion a enfermedad (Gao X, et al, 2001); esto podria explicar porque los
participantes de la regién del centro presenten recuentos de linfocitos T CD4+,
carga viral y Z-score indicativos de mayor progresion a enfermedad al compararlos
con las demas regiones. Por el contrario, se encontr6 mayor frecuencia de los

alelos B*39:08 (2.7% vs 0.42%), un alelo amerindio y reportado unicamente en
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poblacién Centroamericana y B*57:01 (2.5% vs 0.42%) un alelo caucasico
reportado como un alelo protector, asociado con altos recuentos de linfocitos T
CDA4+ en la poblacion del norte respecto a la del centro; lo cual puede explicar que
los participantes de la region norte presentan mayores recuentos de linfocitos T
CD4+ en comparacion con las regiones centro y sur (p=0.014), y sugiere que en
nuestra cohorte, este alelo parece mostrar el mismo efecto protector que en otras
poblaciones donde ha sido estudiado. Ademas, se observé frecuencia aumentada
del alelo amerindio B*40:02 (11% vs 4.3%), en la poblacién del sur comparada con

la del norte.

Con respecto al locus C, el alelo caucasico C*08:02 (7% vs 3.2%) parece ser mas
frecuente en la poblacion del centro en comparacién con la del norte; y el alelo
amerindio C*04:01 fue mas frecuente en la region del centro (15.7% vs 8.5%) en
comparacion con la del sur. Ademas, se encontré mayor frecuencia de los alelos
amerindios C*01:02 (11.9% vs 5.9%) y C*03:05 (10.2% vs 4.7%) en la region del
sur al compararla con la del norte. Estos resultados ponen en evidencia la alta
heterogeneidad de los alelos HLA en la poblacion hondurefia, y se demuestra la
importancia del estudio de estos alelos en poblaciones de las diferentes regiones
del pais, ya que la distribucién de estas frecuencias esta muy relacionada con el
origen étnico y ancestral de las poblaciones. Los diferentes patrones genéticos
observados en estas tres regiones puede explicarse debido al mestizaje, el cual ha
sido profundamente influenciado por las diferencias en las densidades de
poblacién y crecimiento demografico debido a causas sociales y economicas

propias de cada region (Silva-Zolezzi, et al., 2009). Por lo que cada poblacién de
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determinada regién tiene su propio repertorio genético representado por estos
alelos, hecho que es importante conocer debido a que la diversidad genética tiene
implicaciones en cdmo responden las diferentes poblaciones a las enfermedades

infecciosas y no infecciosas.

5.4 RELACION DE LOS ALELOS HLA DE RIESGO O PROTECCION
CON PARAMETROS CLINICOS DE VIH-1

Es importante destacar que varios de los alelos encontrados en alta frecuencia en
esta poblacién han sido ampliamente estudiados y asociados con progresioén a
enfermedad en individuos portadores del VIH-1. Recientemente se ha asociado en
adultos al alelo A*24:02 como un alelo de rapida progresion a sida (Adland, et al.,
2015), el cual es el segundo alelo con mayor frecuencia en nuestra cohorte
(14.2%). Un dato interesante es que de los 69 alelos encontrados en el locus B, el
alelo B*35:01 es el mas frecuente en nuestra cohorte (11.6%) y ha sido reportado
en diferentes estudios como un alelo de riesgo ya que se relaciona con altos
niveles de carga viral, bajos recuentos de linfocitos T CD4+ y consecuentemente
una rapida progresion a sida (Fellay, et al., 2009). Ademas, se encontro en 4% la
presencia del alelo B*35:43 considerada una variante autoctona, que se ha
reportado en altas frecuencias en poblaciones latinoamericanas y es definido
como un alelo amerindio (IMGT/HLA, 2017). Aunque todavia este alelo no ha sido
asociado como alelo de riesgo o proteccion, es importante que se reporte su
frecuencia para estudios posteriores de asociacion con progresion a enfermedad.

Nuestros hallazgos (alta frecuencia de alelos de riesgo y baja de alelos

protectores) son comparables con poblaciones que tienen caracteristicas similares
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a la nuestra. Un estudio en México reportd alta frecuencia de B*35:01, alelo que
esta asociado con altos niveles de carga viral y rapida progresion a sida (Juarez-
Molina, et al., 2014). Sin embargo, los alelos que se asocian como alelos
protectores por permitir un mejor control de la infeccion por VIH como el alelo B*27
y B*57 se encontraron en baja frecuencia: 1.25% y 2.5%, respectivamente. Estos
datos coindicen con los de paises como Colombia y Bolivia donde se observan
frecuencias menores a 2%. En general entre la poblacion hispana se observa un
patrén similar en cuanto a la presencia de estos alelos; alta frecuencia de B*35 y
baja de B*27 y B*57 (Arrunategui, Villegas, Ocampo, Rodriguez, & Badih, 2013)
(Quispe & Sosa, 2012) los cuales constituyen la triada alélica HLA en la
progresion/proteccién a enfermedad mejor descritas en todo el mundo en relacion
a la infeccién por VIH-1. Otro estudio realizado por Juarez-Molina y colaboradores
comparé las frecuencias de alelos protectores (HLA-B*27/57/58:01/81:01) en
poblacidon mestiza (México) y poblacion de las Antillas con gran influencia
anglosajona (Barbados), obteniendo frecuencias de 8% y 34% respectivamente
(Juarez-Molina, et al., 2014).

Al relacionar los alelos ya reportados por la literatura como alelos de “riesgo” por
favorecer una rapida deplecion de las células del sistema inmune y aumento de la
replicacion viral como los alelos B*35, B*07:02, B*51:01 y los alelos “protectores”
como B*27, B*57 y B*52 descritos por (Goulder & Walker, 2012) con los
parametros de prondstico clinico antes mencionados, ninguno de ellos mostré
diferencia estadisticamente significativa en si mismo. Probablemente porque las
frecuencias de estos alelos en nuestra cohorte fueron bajas y no permitio

encontrar significacion estadistica.
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Una de las limitaciones de este estudio fue el tamano de la muestra, aunque el
calculo de la muestra se realizd6 mediante formula estadistica (intervalo de
confianza del 90%), debido al alto grado de polimorfismo que muestran estos
alelos se recomiendan realizar estudios en grandes cohortes para poder obtener
datos para un analisis de asociacion.

Sin embargo, es importante resaltar que nuestros hallazgos muestran diferencia
estadisticamente significativa cuando se comparan las variables analiticas de
progresion (recuento de linfocitos T CD4+, carga viral y Z-score) del grupo de
pacientes que mostraron tener solo alelos protectores denominados “HLA
proteccion” y compararlos con aquellos que unicamente presentan alelos de riesgo
“‘HLA riesgo” y el grupo de los que presentaban alelos no relacionados con
progresion a enfermedad denominados “el resto”. Poniendo en evidencia que
estos alelos al igual que en otras poblaciones parecen tener el mismo efecto
protector en nuestra poblacion. Sin embargo no es posible establecer la misma
conclusién con los alelos de riesgo, ya que no se encontro diferencia

estadisticamente significativa entre el grupo “ HLA riesgo” y “el resto”.

5.5 DETERMINACION DE FRECUENCIAS DE ALELOS HLA
ASOCIADOS CON HIPERSENSIBILIDAD A FARMACOS
ANTIRRETROVIRALES

Se estima que la frecuencia de hipersensibilidad relacionada con farmacos en
pacientes VIH-1 positivo es 100 veces mayor que en la poblacién general. Estos

efectos adversos a los medicamentos antirretrovirales tienen origen multifactorial,
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pueden influenciar factores como: la hiperactivacion inmune, los cambios en los
perfiles de citoquinas, estrés oxidativo, el metabolismo de farmacos, y también una
predisposicidn genética del individuo que lo haga vulnerable a desarrollar dichos

efectos (Pirmohamed M. et al, 2001).

El sindrome de hipersensibilidad al abacavir se observa hasta en el 10% de los
pacientes bajo este régimen, se manifiesta como un cuadro multisistémico
caracterizado por fiebre, malestar general, exantema, sintomas gastrointestinales
y respiratorios. Estos signos y sintomas se suelen producir durante las primeras
seis semanas tras el inicio del tratamiento y se resuelven rapidamente una vez se
suspende el mismo. La reaccién no obstante puede ser potencialmente mortal si
se produce una re-exposicion al farmaco en pacientes que hayan desarrollado una

reaccion de hipersensibilidad previa.

Ademas de estar relacionados con progresion a enfermedad, los alelos HLA se
relacionan con reacciones adversas a los farmacos antirretrovirales que se utilizan
en el tratamiento del VIH, uno de los mas estudiados es el alelo HLA-B*57:01
fuertemente asociado con la hipersensibilidad al abacavir. Un estudio en poblacion
espafiola mostré que el 23.1% de los pacientes a los que se les administro
abacavir y presentaron reaccidn de hipersensibilidad presentaban el alelo B*57:01
(Pérez, Milla, Soler, Flores, & Sarria, 2009), en otro estudio realizado en Portugal
se encontré que el 53% de los pacientes que descontinuaron tratamiento con
abacavir por presentar reacciones adversas presentaban el alelo B:57:01

(Carolinoa, et al., 2016).
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El alelo HLA-B*57:01 se encuentra probablemente en la mayoria de los grupos
étnicos. Sin embargo, se ha encontrado en baja frecuencia (<1%) en poblaciones
coreanas, afrodescendientes y amerindias. Estudios demograficos de factores de
riesgo han demostrado que la hipersensibilidad a ese medicamento esta ligada a
la etnia, presentando los individuos de origen caucasico un alto riesgo (5-8%). Sin
embargo, existen pocos estudios de la prevalencia de HLA-B*5701 en cohortes

Latinoamericanas.

En nuestro estudio encontramos una frecuencia alélica de 1.75%, la cual es baja
comparada con las frecuencias encontradas en Espana, 7.3% (Montes-Ares et al,

2015) y 7.6% (Rodriguez-Da Silva et al, 2015).

Un ensayo clinico multicéntrico denominado PREDICT-1 establecio la eficacia del
tamizaje prospectivo del HLA-B*57:01 en la prevencion del sindrome de
hipersensibilidad al abacavir con valores predictivos positivos y negativos de 100%
(Mallal, et al.,, 2008). Esto determino, que desde 2008, la FDA emitiera la
recomendacion de realizar de rutina el cribado del alelo B*57:01 previo al
tratamiento con abacavir, eventualmente limitada por su disponibilidad, costo, y la
poblacién estudiada ya que la frecuencia varia dependiendo de la region. Al ser el
abacavir un farmaco comunmente utilizado como primera linea de tratamiento
antirretroviral en el pais, es importante realizar un estudio que valore la utilidad
clinica de la determinacion del alelo HLA-B*57:01 para prevenir la incidencia de

reacciones de hipersensibilidad al abacavir.
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Después de la hipersensibilidad al abacavir, el sindrome de hipersensibilidad a
nevirapina es el segundo efecto adverso mas comun en los portadores del VIH
bajo TARGA. Este sindrome se asocia con erupcion cutanea, fiebre, eosinofilia,
adenopatias y alteraciones de las transaminasas (Knudtson E. at al., 2003). Se
presenta en los primeros 2 meses de tratamiento, con una mediana entre 2 y 6
semanas tras la primera dosis. Los sintomas iniciales son la erupcion cutaneay la
fiebre. Posteriormente el paciente desarrolla adenopatias, artritis, mialgias,
manifestaciones viscerales (hepaticas) y alteraciones hematoldégicas como
leucocitosis, eosinofilia y linfocitosis atipica, presenta una mortalidad de un 10%,
fundamentalmente en relacién con la alteracion hepatica (Marcos-Bravo et al.,
2007).

Los alelos HLA-C*04 encontrados en alta frecuencia en nuestra cohorte (15.7%) y
HLA-C*08 (5.6%) han mostrado asociacion robusta con las reacciones de
hipersensibilidad a nevirapina en afroamericanos, chinos (Pavlos R, Mallal S,
Phillips E, 2012) y poblacién tailandesa en donde se observé significativamente
mas frecuente en los casos de erupcidn inducida por nevirapina que en el grupo
tolerante a nevirapina, con frecuencias de 20.51% y 7.50%, respectivamente,
(Sirirat Likanonsakul et al., 2009).

Un estudio de caso control realizado en Japdn revelé que la frecuencia de los
pacientes con HLA-C*08 positivos en el grupo con hipersensibilidad a la nevirapina
fue del 42%, significativamente superior a la del grupo tolerante a la nevirapina
(10%) y a la poblacién general japonesa (9-14%) (Gatanaga, Hiroyuki at al, 2007).
Aunque la informaciéon de nuestro trabajo es limitada ya que unicamente se

describen las frecuencias de estos alelos con implicaciones farmacogenéticas en
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la poblacion de estudio, consideramos pueden ser |la base para futuros estudios de
asociacidon con las reacciones adversas a los farmacos antirretrovirales
convencionales, y comenzar el desarrollo de la farmacogenética en el pais, ya que
estos alelos han sido fuertemente asociados con reacciones adversas a

antibidticos y otros farmacos.
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES

» Nuestro estudio es el primer reporte de las frecuencia de los marcadores
genéticos involucrados en la progresion a enfermedad en la poblacion
infectada con el VIH-1 de Honduras, encontrandose una frecuencia de 7.2%
para la delecion CCR5A32, alto nivel de polimorfismo en la tipificacion de los
alelos HLA, y diferencias sustanciales en las frecuencias alélicas entre las tres
poblaciones en estudio procedentes de las regiones centro, norte y sur del
pais.

» Encontramos que nuestra cohorte presenta alta frecuencia de alelos de riesgo:
14.2% para A*24 y 11.6% para B*35 mientras que las frecuencias de los alelos
de proteccion fueron bajas 2.5% para B*57 y 1.24% para B*27.

» Coincidiendo con los reportes en otras poblaciones, se encontré que el grupo
de personas con alelos protectores presentaron mayor recuento de linfocitos T
CD4+ y menor carga viral y Z-score positivo (mejor pronodstico) que los que
presentaban alelos de riesgo (p=0.006, 0.002 y 0.0021 respectivamente).

» Se encontro baja frecuencia del alelo B*57:01 (1.75%) asociado con sindrome
de hipersensibilidad al abacavir y alta frecuencia de los alelos B*14 (4.7%),
C*04 (15.7%) y C*08 (5.6%) asociados con hipersensibilidad a la nevirapina,
ambos farmacos utilizados en los esquemas nacionales de tratamiento
antirretroviral.

» Consideramos que estos hallazgos son de suma importancia ya que por medio

de la identificacion de estos alelos podriamos predecir de alguna manera la
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progresion a enfermedad (sida) y el desarrollo de reacciones adversas a los

medicamentos utilizados en la terapia contra el VIH-1.

CAPITULO 7. RECOMENDACIONES

>

Es necesario continuar estudios de este tipo, ampliando el tamano de la
muestra, para conocer con mayor exactitud la frecuencia de la delecion
CCR5A32, tanto en heterocigosis como en homocigosis en la poblacion
hondurena.

Se recomienda realizar estudios sobre las implicaciones farmacogenéticas de
los alelos HLA: B*57:01, B*14, C*04 y C*08 en nuestra poblacién y para
determinar si es necesario la implementacion de pruebas de tamizaje previas al
tratamiento con farmacos antirretrovirales como abacavir y nevirapina.

Realizar estudios de asociacion para determinar si los alelos HLA propios de la
poblacién latinoamericana (amerindios) que no han sido estudiados, pueden
tener un efecto en la progresion a enfermedad en los portadores del VIH-1.

Es necesario continuar estudios de la variabilidad genética de la poblacion
hondurefa, principalmente de genes del sistema HLA los cuales son de interés
meédico por su importancia en la investigacion relacionada con trasplantes,
enfermedades infecciosas y autoinmune. Por lo que se debe implementar la
tecnologia a nivel local que permita tener independencia para realizar estudios

de esta naturaleza.
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CAPITULO 8. LIMITACIONES

> Pequeio tamafo de la muestra que impidid alcanzar significacion
estadistica al relacionar los alelos reportados como “protectores” y de
‘riesgo” con las variables analiticas que evaluan la progresion a
enfermedad.

> Inicialmente se penso incluir muestras de los afos 2016 y 2017 e
implementar la técnica en el pais, pero por problemas de adquisicion de
reactivos del exterior y las limitaciones del sistema de compras de la UNAH,
no se ha logrado implementar la tecnologia de genotipificacion de los HLA.
Sin embargo, se cuenta con muestras colectados en estos afios para
posterior analisis.

> El disefio del estudio no permite determinar alelos HLA como “protectores”
o de “riesgo” pues para esto se necesitan estudios de asociacion con
cohortes de pacientes en seguimiento de por lo menos 8 afios y la
categorizacion de los pacientes en progresores cronicos, progresores

rapidos o no progresores a largo plazo.
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APENDICES

B. FORMA DE CONSENTIMIENTO ESCRITO PARA PARTICIPAR EN EL
PROYECTO DE INVESTIGACION TITULADO:

“Factores genéticos asociados con progresion a enfermedad y con
hipersensibilidad a los antirretrovirales en pacientes VIH-1 positivos de
Tegucigalpa, durante 2013-2015"

PATROCINADOR:
Universidad Nacional Autbnoma de Honduras, Facultad de Ciencias
Escuela de Microbiologia, Laboratorio de Virologia

COLABORADOR
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER), México D.F., México

SITIO DE INVESTIGACION

Laboratorio de Virologia-UNAH

Centro de Investigaciones Genéticas-UNAH

Centro de Investigacion en Enfermedades Infecciosas (CIENI), del servicio de
Infectologia para el Paciente Inmunocomprometido (SIPI), del INER, México D.F.,
México

INVESTIGADORES RESPONSABLES:

Universidad Nacional Autonoma de Honduras, Ciudad Universitaria, bulevar
Suyapa, edificio J1 4to piso Laboratorio de virologia.

Dra. lvette Lorenzana: email: ivettelorenzana@yahoo.com Teléfono: 9990-2501
Dra. Wendy Murillo: email: wmurillob@hotmail.com Teléfono: 9918-9976

Dra. Candy Carbajal: email cancarbajal@gmail.com Teléfono: 31767919

Estimado (a) paciente:

Esta es una invitacidn para participar en un proyecto de investigacioén en el que se
estudiaran factores genéticos asociados con rapido desarrollo o con proteccion a
enfermedad y con reacciones adversas al tratamiento a un grupo de personas con
la infeccion por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), causante del
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (sida). Su participacidon es
completamente voluntaria. Este estudio se realiza en colaboracion entre
instituciones de salud prestigiosas de nuestro pais y de México, ninguna empresa
farmacéutica ni ninguna otra compafia privada tienen o tendra participacion
alguna en esta investigacion.

IMPORTANCIA DEL ESTUDIO

Esta informacién sera muy valiosa para el conocimiento de la epidemia de
VIH/SIDA en la que contribuya a la implementacién de politicas de salud que
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mejoren el tratamiento y seguimiento clinicos de las personas que viven con VIH a
nivel regional y que oriente las estrategias de desarrollo de posibles vacunas
eficaces contra el virus.
OBJETIVO:
En este estudio se determinara la frecuencia de alelos HLA-B y su relacion con
progresion rapida o lenta a sida e hipersensibilidad a los farmacos antirretrovirales.
PROCEDIMIENTOS:
Usted ha sido invitado a participar en este estudio porque:
1. Es una persona que hace mas de 8 afos fue diagnosticada con VIH y se ha
mantenido sin sintomatologia definitoria de sida.
2. Es una persona que hace mas de 8 afios fue diagnosticada con VIH, que
actualmente presenta sintomatologia.

Se obtendran 15 mililitros (3 tubos) de sangre de una vena del brazo en una toma
de muestra unica. Se estudiaran las células y el virus presentes en su sangre.
Algunas células y virus seran guardadas durante un tiempo indefinido y podran ser
estudiados nuevamente en el futuro en el marco de otros proyectos de
investigacion sobre la infeccion por VIH. Si los investigadores responsables de
este estudio lo consideran necesario, se le podria citar para una toma de muestra
adicional.

RIESGOS:

El procedimiento para la obtencion de una muestra de su sangre sera realizado
por personal calificado, siguiendo todas las precauciones y medidas de higiene
necesarias. La extraccion de sangre produce dolor y molestias pasajeras en el
sitio de puncién. En raras ocasiones, puede haber infeccion o quedar
temporalmente un hematoma (“moreton”) en el sitio de la puncién. Si esto ocurre,
serian tratados por el personal médico de la institucion de salud que lo invita a
participar en este protocolo. La cantidad de sangre extraida no representa riesgos
para su salud. Si hubiera algun problema relacionado con los procedimientos de
este estudio, se dispondra del tratamiento para resolverlo (antibitticos,
analgésicos, antiinflamatorios) por parte de la institucién de salud que lo invita a
participar. No se proporcionaran compensaciones por los eventos no relacionados
con el procedimiento del estudio.

BENEFICIOS:

Usted no obtendra beneficios econdmicos por su participacion en esta
investigacion. Sin embargo, el presente estudio contempla la realizacion de
algunas pruebas de laboratorio que son utiles para su seguimiento clinico, las
cuales se realizaran sin costo alguno para usted. Estas pruebas incluyen los
estudios de carga viral, conteo de linfocitos T CD4+ y una prueba de
farmacogenomica para saber si usted puede presentar reacciones adversas a los
medicamentos. Asimismo, con su participacion usted podria contribuir en la
obtencion de informacion importante que ayudara en el conocimiento de la
frecuencia de factores genéticos en la poblacion hondurefia.

OPTATIVIDAD Y LIBERTAD DE RETIRARSE:
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Su participacion en este estudio es totalmente voluntaria. Esto implica que usted
puede decidir no participar, sin que esto afecte su seguimiento clinico y/o
tratamiento en absoluto. Cualquiera de estas decisiones sera respetada y os
beneficios (atencion clinica, de laboratorio) que usted obtiene como paciente no
cambiaran. Sus tratamientos y sus relaciones con los médicos y organizadores
que participan en esta investigacion no se afectaran en ningun momento.
CONFIDENCIALIDAD:

Usted no sera identificado(a) en ningun caso si los resultados de este estudio de
investigacion se presentan en reuniones cientificas o en publicaciones. Su
identidad no formara parte de los resultados de este estudio, en el caso de que
sean publicados en el medio cientifico y académico especializado. Los registros
meédicos donde usted puede ser identificado y el consentimiento informado,
autorizado por usted con su firma, podrian ser requeridos y copiados para una
inspeccion de los datos o resultados de los estudios que podria ser realizada por
algunas instituciones nacionales o extranjeras. Estas instituciones podrian conocer
su identidad, pero siempre respetaran su privacidad.

DUDAS Y COMENTARIOS:

Si usted tiene dudas o comentarios sobre su participacion en este estudio o sobre
el estudio mismo, puede consultar en todo momento a los responsables de este
proyecto en su institucion de salud cuyos datos de contacto se muestran en las
dos primeras hojas de este documento.

CONSENTIMIENTO

Me han proporcionado la Forma de Consentimiento Informado para participar en el
presente proyecto de investigacion. Me han explicado los métodos vy
procedimientos que me realizaran en este estudio. He hablado directamente con
, quien ha respondido a mi satisfaccién todas
mis preguntas respecto a este estudio. Acepto donar 15 mL de mi sangre para que
se estudien las células y el virus contenidos en ella. Estoy informado de que las
células y virus de mi muestra de sangre seran guardados durante un tiempo
indefinido y que podran ser estudiados nuevamente en el futuro en el marco de
otros de investigacidn sobre la infeccidn por VIH.

Doy mi consentimiento de participacidn en esta investigacion. Sé que el negarme
a participar no tendria repercusiones en mi atencion como paciente en mi
institucion de salud. Al firmar este consentimiento, no renuncio a ninguno de mis
derechos legales como paciente en un estudio de investigacion.

Nombre y firma del paciente:

Fecha:
Nombre y firma de testigo 1:

Fecha:

DECLARACION DE LOS DERECHOS DE LAS PERSONAS EN
EXPERIMENTACION

Los derechos que enseguida se describen son los de todas las personas a
quienes se les solicita participar en un estudio de investigacion:
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Que le expliqguen de que se trata el estudio y que estan tratando de
encontrar. Tiene derecho a saber con todos los detalles los objetivos de
investigacion.

Que le digan exactamente que le sucedera si participa o no en un estudio
de investigacion.

Que le expliquen si alguno de los procedimientos, medicamentos o
dispositivos que se emplearan en la investigacion son diferentes de los que
se usan en la practica médica rutinaria. Si son diferentes, usted debe saber
con exactitud en qué consisten las diferencias.

Que le describan con precision, y de manera de que usted lo entienda bien,
la frecuencia y la importancia de los riesgos a los que sera sometido, asi
como de los efectos adversos o molestias que usted puede tener,
relacionados con su participacion en la investigacion.

que le digan si usted puede esperar algun beneficio por su participacion vy,
si asi fuera, que le describan cual seria el beneficio.

Que le expliquen las opciones que usted tiene y como esas opciones
pueden ser mejores, iguales o peores que las de este estudio.

Que le permitan hacer cualquier pregunta que se le ocurra con respecto al
estudio, antes de dar su consentimiento para participar y durante el curso
del estudio (si decide participar).

Que le digan que tipos de tratamientos estan disponibles para usted, en
caso de presentarse alguna complicacion.

Puede negarse a participar totalmente o, si decide participar, puede
cambiar su decision acerca de su participacion después de que haya
comenzado el estudio. Esta decisién no afectara sus derechos para recibir
atencion médica

10. que usted recibiria si no estuviese en el estudio.
11.Debe recibir una copia del documento o de la forma escrita de su

consentimiento para participar en esta investigacion.

12.Nadie puede ni debe presionarle cuando usted esté considerando tomar la

decisién de participar o no en el estudio.
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C. FICHA EPIDEMIOLOGICA

“Factores genéticos asociados con progresion a enfermedad y con
hipersensibilidad a los antirretrovirales en pacientes VIH-1 positivos de

Tegucigalpa, durante 2013-2015"
Fecha de la entrevista:

Cddigo:

I. DATOS GENERALES

e Nombre: Expediente:

eSexo: M( ) F( ) Edad:___ Estado Civil:

e Direccion: Teléfono:

e Servicio de atencién en salud:
II. DATOS SOCIODEMOGRAFICOS

1. Lugar de Nacimiento: Fecha de Nacimiento:

2. Lugar de Residencia Actual (Ciudad, Municipio, Departamento):

3. Residencias anteriores en los ultimos 10 anos:

Lugar Duracién
4. Escolaridad:
Primaria 1  Preparatoria [
Secundaria O Licenciatura ||
Técnico - Posgrado .

Otro:
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5. Situacién laboral:

Estudiante [Pensionado/Jubilado —
Empleado I Otro:
Desempleado (-

6. En caso de ser mujer, numero de embarazos previos:

lll. DATOS CLINICOS

1. Factor de riesgo de infeccion por VIH/Tipo de exposicién a VIH

HSH TrdJfusién sanguinea —
Usuario de drogas IV I[—pecciones asociadas a hemofilia -
Contacto heterosexual [ Otra, especificar:
2. ¢conoce su fecha aproximada de infeccién por VIH? Sl NO
¢,Cuando?
3. ¢Conoce su fecha de diagndstico de la infeccion por VIH? SI __ NO __

Fecha Prueba*

Confirmacién de la infeccién por VIH

Ultima prueba negativa a la infeccion por VIH

*ELISA, WESTERN BLOT, Otra (Especificar)
4. ;Presenta sintomas clinicos o cursa con alguna enfermedad? Sl NO

¢, Cuales sintomas o que enfermedad?

5. ¢Esta tomando algun medicamento (excluyendo antirretrovirales)? Sl NO
¢, Cual (es)?

6. ¢Esta tomando medicamentos antirretrovirales? SI _ NO

¢, Cual es?

7. ¢Ha tomado alguna vez medicamentos antirretrovirales? SI __ NO __

¢, Cual es?
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Esquema de Tratamiento

Fecha de Inicio

Fecha de Termino

8. Estado clinico de la infeccion por VIH
- Asintomatico

- Sintomatico, con enfermedades no definitorias de SIDA, relacionadas a VIH
- Sintomatico, con enfermedades definitorias de SIDA, relacionadas a VIH

(.
(.

(|

9. Para personas con evidencia de falla de tratamiento, Cual es la razén de la sospecha de

falla?
- Virolégica ]
- Inmunolégica (.
- Clinica [

10.Datos mas recientes de laboratorio

Dr.

Conteo de células T CD4+

Carga Viral (CV)

Células/pL % Fecha

Copias RNA/ Log CV Fecha

Nombre y Firma
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