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RESUMEN

Los estudios seroldgicos y moleculares del VIH-1 en Cuba han mostrado una
seropositividad muy baja, pero una creciente diversidad genética, debido a la
introducciéon de un amplio nimero de variantes del VIH-1 de diferentes areas
geograficas, a la convivencia de las personas que viven con VIH en comunidades,
a la concurrencia de mas de una via de contagio, asi como multiples factores de
riesgo presentes en la poblacion seropositiva, que conllevaron a la elevada
diversidad genética observada en Cuba. Este trabajo se realizé con el objetivo de
estudiar la variabilidad del VIH-1 en Cuba, profundizar en la epidemiologia
molecular y asociar el potencial genético y los factores de riesgos epidemiologicos
y conductuales con la transmisibilidad y progresion clinica de la enfermedad. Para
ello se caracterizaron los genes env, gag y pol, del VIH-1, mediante el Ensayo de
Movilidad del Heteroduplex y la Secuenciacion de acidos nucleicos en 590
personas infectadas, segun la prevalencia de seropositivos por provincias entre los
afios 2001 al 2009. Se identificaron 297 muestras con subtipo B, 269 No B y 24
resultaron no tipables. El subtipo B resulté mayoritario en cada uno de los estudios
realizados, con un alto grado de conservacion para los tres genes estructurales y
predomind en el sexo masculino, fundamentalmente en la poblacion de hombres
que tienen sexo con hombres, mientras que los subtipos No B, predominantes en
mujeres y hombres heterosexuales mostraron mdultiples variantes y formas
recombinantes circulantes (CRF). La forma de contagio que predominé en el
presente estudio fue la via sexual aunque otras estan presentes en menor
proporcion. El estudio nos permitid conocer caracteristicas moleculares de la
epidemia cubana y mostrar algunos subtipos introducidos desde diferentes paises
del mundo, los cuales al mezclarse han posibilitado la ocurrencia de
recombinacion. Los subtipos B y No B, asi como las CRF se encuentran
distribuidos en todas las provincias y regiones del pais. Después de analizar
multiples variables clinicas, epidemiolégicas y conductuales no se encontro
asociacion entre los subtipos con la transmisibilidad y progresién clinica de la
enfermedad. Este trabajo permitio detectar nuevos subtipos no referidos con
anterioridad y la circulacion de multiples formas recombinantes VIH-1, empleando
diferentes tecnologias de caracterizacion molecular, permitié profundizar en la
epidemiologia molecular del VIH-1 y ademas se abordd por primera vez en Cuba
un amplio estudio sobre la influencia de los subtipos virales en la transmisibilidad y
progresion clinica de la enfermedad. El trabajo cuenta con 15 publicaciones en
revistas cubanas y extranjeras de impacto cientifico y 32 presentaciones en
eventos nacionales e internacionales, ha recibido distinciones como mejor trabajo
cientifico en el Simposio de SIDA en el marco del XVI Congreso Latinoamericano
de Microbiologia, Premio al mejor trabajo cientifico institucional del Centro de
Investigaciones Cientificas de la Defensa Civil y seleccionada su autora como
mejor Innovador provincial y participaciéon en el IV Congreso Internacional de
Mujeres creadoras representando la provincia La Habana (actual Mayabeque).
La autora del presente estudio particip6 como coautora en un trabajo que recibioé
premio de la ACC en el afio 1997, el cual contribuyé al conocimiento basico de las
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variantes virales que iniciaron la epidemia en Cuba, para el establecimiento de
medidas de control y en funcién del proyecto de vacuna que se encontraba en
estudio en ese momento en nuestro pais.

COMUNICACION CORTA
Introduccién

Desde la descripcion hace 29 afios del primer caso infectado con el virus de
inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1), la pandemia ha afectado a mas de 150
paises en los cinco continentes con una continua expansion. 34.2 millones de
personas viven actualmente con VIH en el mundo, segun reporte del la OMS y
ONUSIDA. (ONUSIDA, 2012).

En estas tres décadas muchos esfuerzos e intervenciones sociales se han
realizado sin grandes resultados. La raiz de este desafio es la patogénesis
molecular del VIH, que ha desarrollado nhumerosos mecanismos que evitan que
sea controlado por el sistema inmune. (Kijak y cols, 2005). Este virus que
pertenece a la familia retroviridae, es un lentivirus, considerado un retrovirus
complejo, que se distingue de otros virus por la extraordinaria variabilidad,
expresada en grupos, subtipos, sub-subtipos, formas recombinantes circulantes
(CRF) y formas unicas recombinantes (URF). Aunque existe gran variabilidad, el
analisis filogenético de numerosas cepas del VIH-1, aisladas de diversos origenes
geograficos, ha permitido clasificar cuatro grupos distintivos: grupo M, grupo O,
grupo N y recientemente el grupo P. El grupo M agrupa la mayoria de las cepas
responsables de la pandemia que nos afecta a nivel global, que incluye los
subtipos A, B, C, D, F, G, H, J y K, los Sub-subtipos Al, A2, A3, A4y F1, F2.
Hasta el momento se han descrito 55 CRFs. Asi como mdltiples URF. (Plantier y
cols, 2009).

La diversidad que muestra el VIH es el resultado combinado de diferentes fuerzas
gue actian por separado: 1) La introduccion frecuente de mutaciones debido al rol
de la RT en la generacion de diversidad en los retrovirus (debido a los errores de
la reverso transcriptasa y la falta de accion correctiva. 2) El alto rango de
replicacion o rapido recambio de virus "in vivo", la presion selectiva de la
respuesta inmune y la presion terapéutica. 3) El fendbmeno de recombinacion
genética entre cepas forma parte del mecanismo normal de replicacion de los
retrovirus. (N4jera y cols, 2005; Requejo, 2006).

Estudiar la diversidad genética del VIH es necesario, no solo para conocer el
origen y entender la epidemiologia del VIH-1, sino también para vigilar la
emergencia de nuevas variantes, que puedan ser mas transmisibles o patogénicas
y las implicaciones que se derivan de ello, para el desempefio del diagndstico
serolégico y molecular de laboratorio, los cambios en los patrones de resistencia a
las drogas antirretrovirales y el logro de una vacuna eficaz. (Kandathil y cols,
2005).
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En Cuba, se produjo en la década del 80 la introduccion de un amplio nimero de
variantes virales de diferentes regiones geogréficas, Norteamérica, Europa, pero
fundamentalmente de paises de Africa, continente donde coexisten todos los
subtipos, a esto se suma la convivencia de las personas que viven con VIH-SIDA
(PVS) en comunidades, la concurrencia de mas de una via de contagio y el amplio
namero de factores de riesgo epidemioldgicos y conductuales presentes en la
poblacion seropositiva, que han dado lugar a la elevada variabilidad genética del
VIH-1 observada en Cuba. (Roloy cols, 1995; GOémez y cols, 1996; Resik y cols,
2004).

El verdadero rol de la variabilidad genética del VIH-1 y sus implicaciones en la
transmisibilidad y la progresion clinica de la enfermedad aun se desconoce. Ha
existido un interés creciente en el mundo de estudiar esta asociacion, ya que
existen pocos estudios bien disefiados que comparen satisfactoriamente subtipo B
con No B, ya que la informacion clinica y epidemiolégica de los pacientes y sus
contactos es escasa y ademas existen multiples factores epidemiolégicos y
sociales que introducen sesgos en la informacion. (Taylor y cols, 2008).

Los estudios seroldgicos y moleculares en Cuba muestran una seropositividad
muy baja pero una creciente variabilidad genética con implicaciones
epidemioldgicas, por lo que nos planteamos la necesidad de profundizar en la
epidemiologia molecular del VIH-1 en nuestro pais y estudiar la asociacion entre la
variabilidad genética del VIH-1, con la transmisibilidad de los subtipos encontrados
o la progresion clinica de la enfermedad en las PVS.

A partir de estos antecedentes, los objetivos de estas investigaciones estuvieron
encaminadas a:

- Estimar la variabilidad genética del VIH-1, para las regiones de los genes
estructurales env, gag y pol.

- Determinar la prevalencia de los subtipos B y No B segun variables
epidemioldgicas y conductuales.

- Relacionar los hallazgos moleculares con la progresion clinica y la
transmisibilidad.

- Contribuir al conocimiento de la epidemiologia molecular del VIH-1.

- Determinar si existe relacion entre la variabilidad genética del VIH-1 y la
transmisibilidad y progresion clinica de la enfermedad en las PVS en Cuba.

Universo de estudio

Se realizO un muestreo no aleatorio (muestras por cuotas) de acuerdo a la
prevalencia de seropositivos en cada una de las provincias del pais. Se estudiaron
un total de 590 personas infectadas por el VIH-1, entre los afios 2001-2009 que
representan el 5,0% del total de seropositivos hasta diciembre de 2009; quedando
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incluidas personas de ambos sexos, 480 hombres y 110 mujeres, en edades
comprendidas entre 14 y 70 afos.

Tipaje molecular mediante el ensayo de movilidad del heteroduplex, y
secuenciacion de acidos nucleicos para los genes ENV, GAG Y POL del VIH-
1

Mediante el empleo de dos tecnologias para la caracterizaciéon molecular (Ensayo
de Movilidad del Heteroduplex (HMA) y la Secuenciaciéon de acidos nucleicos se
tiparon los genes env, gag y pol del VIH-1 y fue posible la deteccion de multiples
subtipos y CRFs en la poblacion seropositiva cubana. (Delwart y cols, 1995;
Heyndrickx y cols, 2000; Quarleri y cols, 2004).

El subtipo B resulté mayoritario en la muestra estudiada y mostré un alto grado de
conservacion para los genes estudiados, sin embargo los subtipos No B y las
formas recombinantes circulantes mostraron una amplia diversidad de subtipos y
combinaciones recombinantes, algunas de las cuales se encuentran emergiendo
con gran rapidez y mostraron patrones de recombinacion complejos (CRF18 cpx,
CRF19 cpx, CRF 20, 23, 24 cpx BG). (Pérez y cols, 2006; 2007).

Se encontrd por primera vez en Cuba la presencia de los subtipos G y J, asi como
la circulacion de las CRFO1 A/E, CRF02 A/G y otras siete combinaciones
recombinantes al emplear la tecnologia HMA para los genes env y gag, donde
predomind la combinacion A/D.

El HMA env/gag (método propuesto por OMS/ ONUSIDA), mostré limitaciones
para ser utilizado en la vigilancia epidemioldgica a nivel molecular, debido a la
amplia circulacion de subtipos y variantes recombinantes en Cuba. (Delwart y cols,
1995; Heyndrickx y cols, 2000).

Epidemiologia molecular del VIH-1, asociacion de los subtipos B y no B con
variables epidemioldgicas y conductuales

Se confeccion6 una base de datos en la que se incluyeron los hallazgos
moleculares del genotipaje, asi como los datos de identificacion, clinicos y
epidemioldgicos de los pacientes, tomados de las bases de datos PACIENTE y
CONTACTOS, del Programa Nacional de Epidemiologia, del MINSAP vy
SIDATRAT, del IPK. Para analizar la Epidemiologia Molecular del VIH-1 en Cuba y
asociar la variabilidad con la transmisibilidad de los subtipos B y No B y la
progresion clinica de la enfermedad en la PVS, se analizaron multiples variables
epidemioldgicas, clinicas y conductuales de cada paciente incluido en el estudio.
(Gorry, 2011; Limia, 2011).

Se encontro asociacion del subtipo B con el sexo masculino y la orientacion sexual
hombres que tienen sexo con hombres y los No B con el sexo femenino y
heterosexuales, donde la forma de contagio que predomind para ambos grupos B
y No B, fue la via sexual.
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Se identificaron subtipos y CRFs introducidas en Cuba desde diferentes paises del
mundo, los cuales al mezclarse facilitaron la ocurrencia de recombinacion, que
esta presente en un alto porciento en la poblacion seropositiva cubana y permitio
conocer que los subtipos B y No B, asi como las CRF se encuentran en la
actualidad distribuidos en todas las provincias y regiones del pais.

No se encontraron diferencias en la transmisibilidad de los subtipos B y No B, asi
como entre los No B y las formas recombinantes que se encuentran en mayor
proporcion en la muestra estudiada.

No se encontré diferencias en la progresion clinica de la enfermedad entre los
subtipos B y No B, aunque la proporcion de enfermos y fallecidos predominé en el
subtipo B, no existen diferencias en el tiempo en que enferman y fallecen los
pacientes, lo que se puede explicar por prevalencia del subtipo B en la poblacién
seropositiva cubana desde los inicios de la epidemia, a la asociacion de este
subtipo al grupo de mayor riesgo (masculino/HSH) y a que comparten variables
epidemioldgicas y conductuales que potencian la eficiencia de la transmision y la
progresion, independiente del subtipo viral.

Conclusiones

1. Se demostré una elevada variabilidad en tres genes estructurales del VIH-1 en
Cuba, expresada en subtipos, sub-subtipos y mdltiples combinaciones
recombinantes, con predominio del subtipo B con un alto grado de conservacion
en la poblacion estudiada.

2. Debido a la elevada circulacion de variantes virales y recombinantes del VIH-1
en Cuba, la secuenciaciéon de acidos nucleicos es el método que debe ser
empleado en la vigilancia epidemioldgica a nivel molecular, ya que los métodos de
pesquisa muestran limitaciones.

3. Se encontré asociacion del subtipo B con el sexo masculino y la orientacion
sexual hombres que tienen sexo con hombres y los No B con el sexo femenino y
heterosexuales, donde la forma de contagio que predomind para ambos grupos B
y No B, fue la via sexual.

4. Se identificaron subtipos y CRF introducidos en Cuba desde diferentes paises
del mundo, los cuales al mezclarse facilitaron la ocurrencia de recombinacion, que
esta presente en un alto porciento en la poblacion seropositiva cubana y permitio
conocer que los subtipos B y No B, asi como las CRF se encuentran distribuidos
en todas las provincias y regiones del pais.

5. No se encontraron diferencias en la transmisibilidad de los subtipos B y No B,
asi como entre los No B y las formas recombinantes que se encuentran en mayor
proporcién en la muestra estudiada.

6. No se encontro diferencias en la progresion clinica de la enfermedad entre los
subtipos B y No B, aunque la proporcion de enfermos y fallecidos predominé en el
subtipo B, no existen diferencias en el tiempo en que enferman y fallecen los
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pacientes, lo que se puede explicar por prevalencia del subtipo B en la poblacién
seropositiva cubana desde los inicios de la epidemia, a la asociacion de este
subtipo al grupo de mayor riesgo (masculino/HSH) y a que comparten variables
epidemioldgicas y conductuales que potencian la eficiencia de la transmision y la
progresion de la enfermedad, independiente del subtipo viral.

Novedad cientifica

- El empleo del HMA env/gag (método propuesto por OMS/ONUSIDA), para el
pesquisaje a nivel molecular permiti6 por primera vez detectar en Cuba, la
circulacion de subtipos no referidos con anterioridad y la presencia de mdltiples
formas recombinantes del VIH-1, en la poblacién seropositiva cubana.

- El estudio permitio profundizar en la epidemiologia molecular del VIH-1,
contribuyo al conocimiento de las caracteristicas moleculares de la epidemia
cubana.

- Se abordé por primera vez en Cuba un amplio estudio sobre la influencia de los
subtipos virales en la transmisibilidad y progresion clinica de la enfermedad.

Importancia tedrica

- Contribucioén durante mas de 15 afios al conocimiento de la variabilidad genética
del VIH-1 en Cuba, con los estudios sobre caracterizacion molecular.

- Contribucién al esclarecimiento de la transmisibilidad y progresion clinica de los
diferentes subtipos virales de la epidemia en Cuba.

Importancia practica

- ElI conocimiento generado es una herramienta valiosa para el desarrollo de
estrategias con vistas a enfrentar las consecuencias de la epidemia en nuestras
condiciones y para el disefio y aplicacion de futuras vacunas en PVS en Cuba.

- El estudio brind6 aportes en el establecimiento de metodologias para la
caracterizacion molecular, debido a la elevada circulacion de variantes virales y
recombinantes del VIH-1 en Cuba, la secuenciaciéon de acidos nucleicos es el
meétodo que debe ser empleado en la vigilancia epidemiologica a nivel molecular,
ya que los métodos de pesquisa muestran limitaciones.

- Contar con un proyecto de vigilancia epidemioldgica de los subtipos que funciona
desde 1997 hasta la actualidad en el LISIDA, en funcion del programa nacional
ITS/VIH/sida del MINSAP.

- Contar con una base de datos actualizada (clinico-epidemiologica y molecular), y
con banco de ADN y plasma caracterizado es una valiosa fuente de material para:
estudios de validacion de medios diagndsticos utilizados en el pais; estudios de
caracterizacion biologica de virus; estudio de prediccion de co-receptores; estudio
de vigilancia de la resistencia a las drogas antirretrovirales; elaboracion de paneles
para el control externo de la calidad como parte de las funciones del Laboratorio
Nacional de Referencia de SIDA (LISIDA).
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