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RESUMEN

Introduccién: El CRF19_cpx es una forma recombinante de los subtipos D, ATy G del VIH-1
reportado por primera vez en pacientes cubanos. Esta variante se ha diseminado en Cuba y
ha sido asociada a la rapida progresion al sida. El objetivo de la investigacion ha sido profun-
dizar en el origen, evolucion y patogenia del CRF19_cpx. Métodos: Se determind el subtipo
de VIH-1 en 701 muestras durante el periodo 2014-2019 mediante secuenciacion del gen pol.
La relacion entre los subtipos y el uso del correceptor se realizd con 176 plasmas, de ellos
107 del periodo 2014-2016 y 69 del periodo 2017-2019. La prediccién del fenotipo viral (R5,
R5X4 0 X4) se generd con Geno2pheno a partir de secuencias parciales del gen env. Para
determinar el origen y evolucion del CRF19_cpx se utilizaron 350 secuencias parciales (pol y
env) de pacientes cubanos y 350 de Los Alamos. Se realizaron andlisis utilizando enfoques
de maxima verosimilitud incluyendo la reconstruccion de filogenia, el andlisis espacio-tem-
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INTRODUCCION

A pesar de los avances logrados en la incorporacion
de nuevos antirretrovirales (ARV), asi como en el acceso a
los mismos, la epidemia de VIH ha continuado afectando
a un elevado nimero de personas a nivel global. ¥ Se ha
propuesto que el tropismo o fenotipo viral (R5, X4, R5X4) se

poral de la propagacion del virus y la reconstruccion del caracter ancestral, asi como el modo
de transmision. Resultados y discusion: Los subtipos de VIH-1T mas frecuentes fueron el B, el
CRF19_cpx y los CRF_BG. EI CRF19_cpx se asocié con el uso del correceptor CXCR4 (p < 0,05)
siendo frecuente entre individuos con diagndstico reciente (36,4 %, p = 0.0081). El CRF19_cpx se
recombind entre 1966 y 1977, posiblemente entre la comunidad cubana residente en el Congo
y se introdujo en Cuba a finales de los 70, probablemente por la provincia de Villa Clara y luego
a La Habana. En conclusion, el tropismo preferencial por el correceptor CXCR4, del CRF19_cpx
acompafiado de una mayor replicacion viral y sin relacion con el tiempo de diagndstico ha re-
forzado la hipotesis de que esta variante viral pudiera tener mayor patogenicidad. El andlisis
filogenético mostré una introduccion muy temprana de CRF19_cpx en Cuba, lo que explicaria su
éxito epidemioldgico.

Palabras clave: CRF19_cpx; tropismo; patogenia; origen; evolucion

Origin, evolution and pathogenesis of CRF19_cpx. A recombi-
nant form of HIV-1 with high prevalence in Cuba

ABSTRACT

Introduction: CRF19_cpx is a recombinant form of HIV-1 subtypes D, A1 and G, which was first
reported in Cuban patients. This variant has spread in Cuba and has been associated with rapid
progression to AIDS. The objective of this research has been to go deeper into the origin, evolu-
tion and pathogenesis of CRF19_cpx. Methods: HIV-1 subtype was determined in 701 samples
from the 2014-2019 periods by pol gene sequencing. The relationship between the subtypes and
the use of the co-receptor was carried out with 176 plasmas: 107 from the years 2014-2016 and
69 from 2017-2019. The prediction of the viral phenotype (R5, R5X4 or X4) was generated with
Geno2pheno, from partial sequences of the env gene. To determine the origin and evolution of
CRF19_cpx, 350 partial sequences (pol and env) from Cuban patients and 350 from Los Alamos
were used. Analyses were performed using maximum likelihood approaches including: recons-
truction of phylogeny, spatio-temporal analysis of virus spread, reconstruction of ancestral cha-
racter and mode of transmission. Results and discussion: The most frequent HIV-1 subtypes
were B, CRF19_cpx and CRF_BG. CRF19_cpx was associated with the use of the CXCR4 co-re-
ceptor (p <0.05), being frequent among individuals with a recent diagnosis (36.4%, p = 0.0081).
CRF19_cpx was recombined between 1966 and 1977, possibly among the Cuban community
stationed in Congo, and was introduced in Cuba in the late 1970s, probably through the province
of Villa Clara and then to Havana. It is concluded that the preferential tropism for the CXCR4
co-receptor, detected in CRF19_cpx, accompanied by greater viral replication and unrelated to
the time of diagnosis of the patients, reinforces the hypothesis that this viral variant could have
greater pathogenicity. Phylogenetic analysis showed a very early introduction of CRF19_cpx in
Cuba, which could explain its epidemiological success.

Keywords: CRF19_cpx; tropism; pathogenesis; origin; evolution

relacione con la patogénesis, la replicacion del VIH-1, ade-
mas que ha sido un elemento importante para la eleccion
del tratamiento. @

El VIH-1 es altamente variable y hasta el presente se han
reconocido 4 grupos genéticos (M, N, Oy P). Dentro del grupo
M existen 9 subtipos y mas de 100 formas recombinantes.
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©® A pesar de la baja prevalencia de la infeccion por VIH-1 en
Cuba circulan gran variedad de subtipos y formas recombi-
nantes. ¥

El CRF19_cpx es una forma recombinante de los subti-
pos D, A1y G del VIH-1. Se detectd por primera vez en Cuba
en 1999, con un origen africano. ©® Sin embargo, mientras el
CRF19_cpx ha mantenido una prevalencia muy baja en el con-
tinente africano, el virus se ha propagado en Cuba, colocando-
lo entre los subtipos circulantes mas prevalentes. ©

Un estudio anterior reveld que el CRF19_cpx causaba una
progresion rapida al sida, asociado fenotipo X4, con altos ni-
veles de RANTES y alta carga viral (CV) se sugiri6 por primera
vez a nivel global que el CRF19_cpx podria ser un virus con
mayor patogenicidad. )

La presente propuesta ha tenido como objetivo profundi-
zar en el origen, evolucion y patogenia del CRF19_cpx.

METODOS

El trabajo se estructurd en 4 estudios fundamentales,
uno relacionado con las variantes de VIH que circularon en
pacientes cubanos en el periodo 2014-2019. Otros 2 concer-
nientes a la relacion de las variantes y el uso del correceptor
o fenotipo viral y uno relacionado con el origen, la filogeogra-
fiay la diseminacion del CRF19_cpx.

Se determind el subtipo viral de VIH-1 en 701 muestras
de pacientes tratados, seropositivos al VIH-1 del periodo
2014-2019 mediante secuenciacion parcial del gen pol. ®

Para determinar la relacion entre los subtipos virales y el
uso del correceptor se estudiaron 176 plasmas de pacientes
infectados con VIH-1. De ellos, 107 correspondian al periodo
2014-2016 y 69 al periodo 2017-2019. Se les determin¢ el
subtipo viral y la prediccién del fenotipo viral (R5, R5X4 0 X4).
Se secuenciaron los genes env (region V2C2V3) y pol (rever-
so transcriptasa y proteasa). ® La prediccion del fenotipo
se realizé con Geno2pheno. (19

Para el estudio del origen y evolucion del CRF19_cpx se
analizaron un conjunto de datos que comprendieron 350 se-
cuencias parciales de los genes pol y env de muestras de
pacientes cubanos infectados con VIH durante los ultimos
15 afios y 350 obtenidas de la base de datos de Los Alamos.
Este conjunto de datos contenia secuencias del recombi-
nante CRF19_cpx (315) y secuencias de los subtipos A1, D
y G. Se realizaron analisis utilizando enfoques de maxima
verosimilitud, que incluyeron la reconstruccion de filogenia,
el andlisis espacio-temporal de la propagacion del virus y
la reconstruccion del caracter ancestral, asi como el modo
de transmision y las mutaciones de resistencia a farmacos
(DRM).(1113)
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RESULTADOS Y DISCUSION

Subtipos y formas recombinantes del VIH-1
en pacientes cubanos tratados

En el periodo 2014-2019 el analisis de las secuencias
de VIH-1 reveld que los subtipos detectados con mayor fre-
cuencia fueron el subtipo B (29,5 %), el CRF19_cpx (25,9 %),
los CRF_BG (20, 23, 24) (28,1 %), el CRF18_cpx (11,3 %) y las
formas recombinantes Unicas (7,3 %). Aunque hasta el mo-
mento se han detectado otros subtipos (G, C, H, ATy F1), la
frecuencia actual de los mismos se encuentra por debajo del
5 % cada una. Es importante destacar que las formas recom-
binantes del VIH-1 en su conjunto, fueron mayoria (72,6 %).

Prediccion del tropismo en variantes de VIH-1
que circulan en Cuba

El analisis de las 107 secuencias que abarcaron el perio-
do 2014-2016 reveld una asociacion entre el CRF19_cpx y los
virus con tropismo X4 o R5X4. Por el contrario, la mayoria de
los CRF_BG mostraron virus con tropismo R5 (tabla 1).

De las muestras correspondientes a los afios 2017-2019,
33 pertenecian a pacientes tratados y 36 a no tratados, de
ellas, la mayoria mostro el fenotipo R5. Sin embargo, los sub-
tipos C y CRF19_cpx mostraron asociacion significativa con
el empleo del correceptor CXCR4 (tabla 2).

Al estratificar el uso de correceptor entre pacientes trata-
dos y no tratados se revelaron algunas diferencias entre los
subtipos. Los virus del subtipo C fueron predominantemente
X4 en los pacientes tratados (3/4; 75 %; p=0,0178; OR: 14,77,
IC: 1,71-127,58) y los virus CRF19_cpx de tipo R5X4 (3/7;
42,86 %; p=0,0375; OR: 5,88; IC: 1,09-32,74). (4/7 pacientes;
36,36 %; p=0,0081; OR: 27,00; IC: 1,29-56,39) a pesar de que el
81,82 % tenian diagndstico reciente. Al comparar los valores
de CV entre los diferentes subtipos virales teniendo en cuenta
la variante detectada al secuenciar el gen env, pol y en el ana-
lisis del subtipo global (datos no mostrados) se observaron di-
ferencias en los valores de CV entre los subtipos, demostran-
dose cifras de CV significativamente superiores para los virus
CRF19_cpx en comparacion con los otros virus (p < 0,05).

Origen e historia evolutiva del recombinante de
VIH-1 CRF19_cpx

Para el desarrollo de la investigacion se reconstruyeron
arboles filogenéticos y se encontrd que todas las secuencias
de CRF19_cpx formaban un grupo Unico (figura 1). Las fechas
obtenidas para el ancestro comun mas cercano (MRCA, del
inglés most recent common ancester) del cluster CRF19_cpx
se estimd en la década de 1970 y para sus virus parentales
(es decir, D, A1y G) en 1969, 1959 y1958 respectivamente
(figura 1y tabla 3).
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Tabla 1. Uso del correceptor entre los diferentes subtipos en 107 secuencias de VIH-1 cubanas del periodo 2014-2016

Subtipo en la region env

Numero de Todos los Subtipo B CRF19_cpx CRF18_cpx CRF_BG (20-23-24)
muestras (%) subtipos
107 (100 %) 35 (100 %) 29 (100 %) 9 (100 %) 34 (100 %)
R5 (%) 66 (61,7 %) 22 (62,9 %) 10 (34,5 %) 8 (88,9 %) 26 (76,5 %)
p =0,032; OR: 2,68;
IC:1,07-6,70
R5X4 (%) 24 (22,4 %) 6 (17,1 %) 11 (37,9 %) 1(11,1%) 6 (17,6 %)
p =0,019; OR:3,05;
1C:1,17-7,96
X4 (%) 17 (15,9 %) 7 (20 %) 8 (27,6 %) 0 (0,0 %) 2 (5,9 %)
p =0,044; OR: 2,92;
IC:1.00-8.51
R5X4/X4 (%) 41 (38,3 %) 13 (37,1 %) 19 (65,5 %) 1(11,1 %) 8 (23,5 %)

p =0,0004; OR:4.83;
1C:1,95-12,02

OR: Razones de desigualdad (del inglés, odd ratio), IC: intervalo de confianza del 95 %
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Fig. 1. Arboles a escala temporal reconstruidos para los 3 conjuntos de datos: AT+ CRF19 (arriba a la izquierda), G + CRF19 (arriba a la derecha)
y D + CRF19 (abajo al centro). Los nodos y las ramas estan coloreados por ubicacion (ACR realizado por PastML). Cuba esta coloreada de rojo,
Africa en marrén, excepto el Congo (violeta), los paises europeos en color verdes, los paises asidticos en azul, los paises de América (Brasil y EE.
UU.) en naranja, Australia en amarillo. Las tiras de colores alrededor de los &rboles muestran los subtipos: A1 (azul claro), D (amarillo), G (naranja),
CRF19 (rojo) y A1-A3 recombinante (azul, tenga en cuenta que esta secuencia se uso6 en el A1 + El conjunto de datos CRF19 como parte que se
alinea con la parte AT de CRF19 es completamente AT). Se muestran las fechas (con IC, reconstruido por LSD2) y paises (con probabilidades
marginales, reconstruido por PastML) de los MRCA del clister CRF19y sus nodos parentales no CRF19 (es decir, AT, D 0 G). También se muestran
las fechas de los clusteres cubanos no recombinantes.
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Tabla 3. Fechas del ancestro comun mas cercano (MRCA) del CRF19_cpx y sus parentales no CRF19_cpx, en los diferentes grupos

de datos analizados

Datos CRF19. Fecha del MRCA

D + CRF19 1974 (1970-1977) (LSD2)
1972 (1963-1980) (BEAST)

Al + CRF19 1978 (1975-1980)

G + CRF19 1975 (1970-1980)

No CRF19. Fecha del MRCA
1959 (1954-1962)

1969 (1966-1972)
1958 (1950-1963)

El andlisis de la filogeografia a nivel provincial demostré
que la epidemia se introdujo muy temprano en Cuba, proba-
blemente por la provincia de Villa Clara (probabilidad margi-
nal de 0,92; fecha de 1977; Cl: 1973-1979) antes del descu-
brimiento del VIH en la década de 1980. Luego CRF19_cpx
dio lugar a multiples introducciones de Villa Clara a La Haba-
naen las décadas de 1980y 1990y luego se extendid a otras
provincias (figura 2).

El subtipo B de VIH-1 se reconocié como el mas preva-
lente en la region de las Américas, Caribe, Europa y Oceania,
(1479 en contraste a lo reportado en Cuba en estudios ante-
riores y en la presente investigacion, donde se ha observa-
do la gradual distatariamente del tipo X4. Esto ha apoyado
la hipotesis de que el tropismo CXCR4 observado para el
CRF19_cpx no esta relacionado con la evolucion de la his-
toria natural de la infeccion con VIH, sino con caracteristi-
cas del virus. (7) Sin embargo, como no tenemos certeza
de la fecha de infeccion de estos pacientes, no se puede

Villa Clara (0.92)

1977 {1973~1979.]T\

descartar que sean diagnésticos tardios. Por el contrario, el
subtipo C (también asociado en este estudio a fenotipo X4)
se encontré principalmente en pacientes tratados, con 5 o
mas afos de diagnosticados, coincidiendo con lo estableci-
do cldsicamente para el cambio de tropismo de R5 a X4. @9

Se ha conocido que el cambio en el tropismo viral de R5
a R5X4 6 X4 ha estado asociado con un deterioro acelera-
do del sistema inmune y un prondéstico clinico desfavorable.
(2,20) Es probable que algunos subtipos de VIH-1, como el
CRF19_cpx tengan mayor probabilidad de evolucionar hacia
variantes X4 y R5X4 durante el curso de la infeccion.

La causa de un uso del correceptor dependiente del sub-
tipo por parte del virus podria explicarse por las propieda-
des virologicas intrinsecas de cada subtipo (es decir, mayor
capacidad replicativa, diversidad antigénica) o por el efecto
diferencial de los virus sobre el sistema inmune del hospe-
dero, lo cual puede llevar eventualmente al aumento de la
poblacion de virus X4. (20,21) Los resultados de la presente

1974 [1970-1977]

Villa Clara (0.64) or La Habana (0.24)
._,}‘

.

La Habana (0.89)
1984 [lQEl-lQB?d

La Habana (1.0) ~ |
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Matanzas (1.0
1997
sl ) L
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Camaguey D

T
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Cienfuegos . Guantanamo |:] La Habana D Matanzas . Pinar del Rio |:| Santiago de Cuba -

Sancti Spiritus - Villa Clara .

abroad D

Fig. 2. Filogeografia (nivel provincial) del CRF19_cpx. La ACR vy la visualizacién se realizaron con PastML [18] (MPPA + F81). Las ramas estén
coloreadas por provincias (el coédigo de color se explica a continuacién). Las ramas grises mds delgadas corresponden a un cambio de provincia.
La raiz estd sin resolver entre Villa Clara y La Habana. Se indico el nodo resuelto mds antiguo y su fecha, correspondiente a Villa Clara (probabili-
dad marginal 0,92). Igualmente se marcaron las fechas y probabilidades marginales de las principales introducciones de Villa Clara a La Habana.
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investigacion (22,23,24) ha estado en concordancia con lo
antes reportado para el CRF19_cpx y han reforzado la teoria
de que este virus podria tener una alta capacidad replicativa
y mayor patogenicidad.

Considerando el andlisis filogenético del origen y evolu-
cion del CRF19_cpx hemos sugerido que el virus se recom-
bind entre la comunidad cubana presente en Africa subsa-
hariana desde la década de 1960, muy probablemente en la
Republica Democratica del Congo, como consecuencia de la
cocirculacion de los subtipos A, Dy G. (3,4) Se introdujo en
Cuba muy temprano, en la década de 1970 y comenzé a ex-
tenderse a partir de un solo evento de transmision, primero en
Villa Clara y luego en la década de 1980 en La Habana. Esta
temprana introduccion a Cuba podria explicar el éxito local
del CRF19_cpx que no tuvo éxito en otras partes del mundo.
(25,26)

El éxito local ha resultado de un efecto fundador en lugar
de alguna ventaja de transmisién de CRF19_cpx respaldada
por la incidencia relativamente estable de CRF19_cpx a lo
largo del tiempo, con 18,3 % en 2007 (muestreado en 2003),
27,5 % en 2012 (diagnosticado entre 2009-2010) y 24,7 % en
2019 (muestreado en 2017).

Conclusiones

El tropismo preferencial por el correceptor CXCR4 detec-
tado en el CRF19_cpx, acompariado de una mayor replicacion
viral y sin relacion con el tiempo de diagndstico de los pacien-
tes ha reforzado la hipdtesis de que esta variante viral pudie-
ra tener mayor patogenicidad. El analisis filogenético mostré
una introduccion muy temprana de CRF19_cpx en Cuba, lo
que podria explicar su éxito epidemioldgico.
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