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RESUMEN EJECUTIVO

El genoma del VIH contiene nueve genes, tres de estos genes (gag, pol y env)
codifican para proteinas estructurales. Existen dos variantes principales del virus de
inmunodeficiencia adquirida, VIH-1y VIH-2. El primero (VIH-1) es el causante de la
mayoria de las infecciones a nivel mundial, actualmente se han identificado nueve
subtipos de VIH-1 (A-D, F —H, J y K) y 58 formas recombinantes circulantes (CRF).
En Centroamérica, el subtipo B del VIH-1 es el causante de la mayoria de los casos
de VIH positivo; en Guatemala se ha reportado la presencia de subtipo B, de formas
recombinantes BF1 y del subtipo C; sin embargo, no se ha realizado ningun analisis

filogenético que indique las variantes que hay de este subtipo.

Debido a lo anterior el objetivo del estudio fue llevar a cabo la subtipificacion de las
secuencias de la region pol del VIH-1 obtenidas en una clinica de atencion integral
durante el periodo del 2010 al 2015. Para determinar los distintos subtipos de VIH-
1 presentes en Guatemala se realizé la subtipificacion de las secuencias obtenidas
por la prueba de genotipo en formato FASTA, con la herramienta REGA HIV-1
Subtyping Tool — Version 3.0. Con el fin de determinar la relacion entre las variantes
de VIH-1, se realizé un alineamiento de secuencias y arboles filogenéticos con el
método Neighbor Joining con 100 réplicas bootstrap y el método de Maxima
Verosimilitud, con el mismo numero de réplicas, con el programa MEGA 7.0.21. Se
determind que el subtipo con mayor prevalencia en Guatemala es el subtipo B con
71.5%. Con relacion a los analisis filogenéticos, los subtipos detectados pertenecen
al mismo clado del VIH-1. Es recomendable realizar un alineamiento reducido, es
decir sin tomar en cuenta las mutaciones presentes en las secuencias, con el fin de

evitar valores bajos de probabilidad en los analisis filogenéticos.
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. INTRODUCCION

El genoma del VIH contiene nueve genes, con 9,800 pares de nucledtidos. Tres de
estos genes (gag, pol y env) codifican para proteinas estructurales, dos para
proteinas reguladoras (tat y rev) y cuatro para proteinas accesorias (vpu, vpr, vify
nef). Existen dos variantes principales del virus de inmunodeficiencia adquirida, VIH-
1y VIH-2. El primero (VIH-1) es el causante de la mayoria de las infecciones a nivel
mundial, se divide en tres grupos: Grupo M, grupo O, y grupo N (Fauci et al., 2008).
Actualmente se han identificado nueve subtipos de VIH-1 (A—-D,F-H, JyK) y 58
formas recombinantes circulantes (CRF). El subtipo B es predominante en América,
Europa y Australia, aunque solamente causa el 10% de las infecciones a nivel
mundial; el subtipo C causa casi el 50% de las infecciones globales, mientras que

el subtipo A causa 12% de las infecciones globales (Pineda et al., 2013).

En el afio 2013 se determino que el subtipo B del VIH-1 es el causante de la mayoria
de los casos de VIH positivo en Centroamérica, esto se evidencié mediante ensayos
filogenéticos en base a la secuencia pol del VIH-1 (Murillo et al., 2013). En
Guatemala se ha reportado la presencia de subtipo B (96.6%), también se ha
determinado prevalencia de formas recombinantes BF1 (2.8%) y del subtipo C; sin
embargo, no se ha realizado ningun analisis filogenético que indique las variantes

que hay de este subtipo (Avila et al., 2011).

Debido a lo anterior se subtipificaron las secuencias de la region pol del VIH-1
obtenidas en una clinica de atencion integral durante el periodo del 2010 al 2015,
con el fin de identificar las variantes circulantes en el grupo al cual se le brinda

atencion.



. MARCO TEORICO

1. Virus de inmunodeficiencia humana (VIH)

1.1 Morfologia del VIH y ciclo de vida

El virus de inmunodeficiencia humana es un retrovirus compuesto por dos cadenas
de ARN monocatenario rodeadas por 15 tipos de proteinas virales y algunas
proteinas de la ultima célula hospedera que infectd, estas forman la capside. Dentro
de la capside hay varias proteinas propias del virus, la transcriptasa reversa,
integrasa y proteasa; esta capside esta cubierta por una envoltura de bicapa lipidica.
Todas estas moléculas en conjunto permiten que el virus infecte a las células del
sistema inmune, y promueven la replicacion del mismo (Engelman y Cherepanov,
2012).

Figura 1. Morfologia del VIH (Lahuerta, 2009).

El ciclo de vida del VIH inicia cuando se une a un receptor CD4 y a uno de los dos
co-receptores de la superficie de un linfocito CD4 (CCR5 o CXCR4). El virus se
fusiona y libera su material genético (ARN viral) en la célula hospedera, la
transcriptasa reversa transcribe la cadena simple del ARN en una cadena doble de
ADN, esta entra al nucleo de la célula. Luego la integrasa permite la integracién del
ADN viral dentro del ADN propio de la célula produciendo el ADN proviral; a partir



de este paso el virus es capaz de replicarse mediante la transcripcion del ADN
proviral, lo que permite el desarrollo de copias de ARN que se traducen para formar
cadenas largas de proteinas. La proteasa divide las cadenas largas de proteinas en
pequefias proteinas individuales, conforme estas proteinas pequefias se unen a las
copias del material genético del ARN del VIH, se ensambla una nueva particula del

virus que es capaz de infectar una nueva célula (Lahuerta, 2009).

1.2 Genoma del VIH

El genoma del VIH contiene nueve genes, con 9,800 pares de nucledtidos (figura
2). Tres de estos genes (gag, pol y env) codifican para proteinas estructurales, dos
para proteinas reguladoras (tat y rev) y cuatro para proteinas accesorias (vpu, vpr,
vif y nef). En ambos extremos del genoma se encuentran secuencias repetitivas,

LTR (ling terminal repeats) (Lahuerta, 2009; Engelman y Cherepanov, 2012).
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Figura 2. Genoma del VIH (Lahuerta, 2009).

El VIH es un virus que muta facilmente, las cepas pueden clasificarse en distintos
tipos, grupos, subtipos y recombinantes debido a las similitudes genéticas. Existen
dos tipos de VIH, VIH-1 y VIH-2, el VIH-1 causa mas del 99% de las infecciones.
Las cepas de VIH-1 se clasifican en tres grupos: El grupo M (maijor), grupo O (outlier)
y el grupo N (new), la mayoria de las cepas circulantes pertenecen al grupo M
(Lahuerta, 2009; Fauci et al., 2008).



Existen distintos subtipos y formas recombinantes circulantes de VIH-1 grupo M,
estas se distribuyen de forma distinta por region y por pais. Cada uno de los subtipos
presenta diferentes patrones clinicos, epidemioldgicos y virologicos en relacion a
transmision, progresiéon de la enfermedad o generacibn de mutaciones de
resistencia frente a los antiretrovirales. El subtipo mas predominante alrededor del
mundo es el C, es el responsable del 56% de las infecciones por VIH-1, la rapida
expansion de este subtipo se debe a la menor virulencia del mismo en comparacion
con los demas (A, B y D). El hecho de que sea menos virulento hace que la
progresion de la infeccibn sea mas lenta, es decir que existe un periodo
asintomatico mas prolongado y mayor oportunidad de transmitir el virus (Geretti,
2006; Thomson y Najera, 2005).

2. Heterogeneidad molecular del VIH-1

La infeccion por el VIH se caracteriza por la presencia de una considerable
heterogeneidad genética, esta se encuentra presente en todo el genoma del virus,
pero es mayor en el gen que codifica la envoltura (env) y se concentra en cinco
regiones variables (V1 — V5). El analisis filogenético de las secuencias del gen env
permitié la identificacion de los tres grupos de VIH-1: M o principal, O o externo y el
grupo N; dentro del grupo M se han identificado 8 subtipos identificados con letras
de la A ala J. También se han obtenido resultados similares con analisis filogenético
del gen gag. En cuanto al gen pol, el cual codifica las enzimas transcriptasa reversa,
integrasa y proteasa, es mas conservado desde el punto de vista genético, pero
recientemente se ha demostrado que también puede tener una heterogeneidad en

sus secuencias (Pérez et al., 1999; Posada et al., 2007).

3. Tratamiento antirretroviral y resistencia

Los principales motivos para iniciar el tratamiento antirretroviral son:

e Disminuir la morbilidad y mortalidad asociada a la infeccién por VIH-1.



e Mejorar la calidad de vida en el paciente con infeccion por VIH.

e Recuperary preservar la inmunidad del paciente, entendiendo estas como la
supresion completa y duradera de la replicacién del VIH-1 y la prevencion de
la transmision del virus. (Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social,
2013).

Segun las guias internacionales, se recomienda iniciar tratamiento antirretroviral en
todas las personas con VIH, independientemente del recuento de células CD4, con
el fin de reducir la morbilidad y mortalidad asociada a la infeccién por VIH. También
es recomendable iniciar tratamiento para prevenir la transmisién del VIH. En ciertas
afecciones, la urgencia de iniciar la terapia es mayor, tales como embarazo,
enfermedades definitorias del SIDA, infecciones oportunistas agudas, recuentos de
CD4 mas bajos (<200 células/mm3), nefropatia asociada al VIH, infeccion aguda y
coinfecciones con virus de hepatitis B o C (U.S. Department of Health and Human
Services, 2017).

Por otro lado, se debe tomar en cuenta la cantidad de carga viral, si esta es muy
elevada, mayor a un millén de copias, el tratamiento debe iniciar (Cambiano et al.,
2013; Dybul et al., 2002). En la terapia se utilizan combinaciones de antirretrovirales
con el fin de mantener un bajo numero de copias virales y prevenir las mutaciones
del virus. Para el tratamiento de infeccion por VIH no se utiliza la monoterapia,
definida como el uso de un solo medicamento; el tratamiento recomendado es la
politerapia; en la cual se emplean tres 0 mas medicamentos antirretrovirales de dos

clases diferentes contra el VIH (Cambiano et al., 2013; Brown y Qagqish, 2006).

Actualmente existen 30 agentes individuales o en combinacion aprobados para el
tratamiento de la infeccion por VIH, los cuales se dividen en cinco diferentes clases
(Hoffman y Rockstroh, 2013).



3.1 Inhibidores de la transcriptasa reversa analogos de nucledsidos:

Su blanco de accion es la enzima transcriptasa reversa del VIH. Actuan como
sustratos alternativos, compiten con los nucleésidos fisioldgicos, difieren de ellos
unicamente por una modificacion menos en la molécula de ribosa. La unién de estos
analogos produce la interrupcion de la sintesis de ADN debido a que los puentes
fosfodiester no pueden ser formados para estabilizar la doble cadena. Estos son
pro-drogas, que se convierten a su metabolito activo después de endocitosis por lo
que son fosforilados a la forma trifosfato efectiva (Galli et al., 2002). La zidovudina
(AZT) fue aprobada para el tratamiento de la infeccién por VIH en 1987, una dosis
diaria es suficiente en varios esquemas de tratamiento. La tolerabilidad a estos
medicamentos es buena, sin embargo, existen efectos secundarios durante las
primeras semanas de administracién, tales como fatiga, cefalea y sintomas
gastrointestinales que van desde malestar estomacal leve hasta nausea, vomitos y
diarrea (Hoffman y Rockstroh, 2013).

La zidovudina y estavudina (d4T) son analogos de timidina, la emtricitabina (FTC) y
lamivudina (3TC) son analogos de citidina. Es por esto que las combinaciones que
contienen AZT y d4T o FTC y 3TC no presentan efecto contra el virus ya que

compiten por el mismo sitio de union (Piscitelli y Gallicano, 2001).

3.2 Inhibidores de la transcriptasa reversa no nucledsidos

Al igual que los analogos nucleosidos, el blanco de accion es la transcriptasa
reversa. Se unen directamente y no competitivamente a la enzima en una posicién
cercana pero distinta del lugar de union de los nucledsidos. Este complejo hace que
se bloquee el sitio catalizador activado de la transcriptasa reversa, por lo tanto, se
pueden unir a este sitio menor cantidad de nucledsidos reduciendo la velocidad de

polimerizacién. Estos no requieren activacion celular como los analogos de



nucledsidos (Hoffman y Rockstroh, 2013). Entre 1996 y 1998 se introdujeron tres

analogos no nucleosidos: nevirapina, delavirdina y efavirenz (Conway, 2000).

La dosis diaria y tolerabilidad de este grupo de medicamentos ha permitido a
nevirapina y efavirenz convertirse en componentes importantes de los regimenes
de tratamiento. Hasta ahora ningun estudio ha demostrado que un analogo no
nucleodsido sea mas potente que otro. (Hoffman y Rockstroh, 2013). Desde el 2008,
etravirina, no nucledsido de segunda generacién puede ser una opcion para
pacientes con mutaciones de resistencia a otros miembros de la familia como

nevirapina y efavirenz (Hoffman y Rockstroh, 2013).

El riesgo de resistencia con estos medicamentos es alto y se desarrolla
rapidamente, una vez que esto ocurre se da una resistencia cruzada de la familia
entera. Esperar mucho tiempo cuando hay supresion viral insuficiente puede llevar
a una mutacion puntual en la posicion 103 del sitio hidrofébico de unién, lo cual
puede llevar la eliminacién de la clase entera de medicamentos (Conway, 2000). A
pesar de los problemas con la resistencia, tanto estudios aleatorizados como de
cohortes han demostrado que los no nucledsidos son extremadamente efectivos al

ser combinados con analogos nucleodsidos (Soriano et al., 2011).

3.3 Inhibidores de la proteasa

La proteasa del VIH se encarga de cortar la poliproteina viral gag-pol en
subunidades funcionales, al inhibir la proteasa se forman particular viricas no
infecciosas. Estos agentes actuan exactamente en el sitio activo de la proteasa del
VIH. Los pacientes que presentan carga viral elevada deben recibir IP potenciados

al inicio de la terapia (Youle, 2007).

Desde 1995, este tipo de medicamentos ha revolucionado el tratamiento de la

infeccion por VIH. Actualmente son un componente esencial de la terapia



antiretroviral, incluso se investigan tratamientos basados unicamente en inhibidores
de proteasa (Youle, 2007). Se encuentran asociados, a largo plazo, con lipodistrofia
y dislipidemia (Nolan, 2003). Ritonavir es un potente inhibidor de la isoenzima 3A4,
una subunidad del citocromo P450 (sistema enzimatico hepatico). La inhibicion de
estas enzimas permite que los parametros farmacocinéticos (concentracion maxima
y vida media) de los inhibidores de proteasa sean significativamente potenciados.
La combinacion de ritonavir con otros inhibidores de proteasa simplifica los
regimenes diarios reduciendo la frecuencia y el numero de pildoras que deben
tomarse. Ademas, potenciar puede ser efectivo contra cepas resistentes debido a

los niveles elevados de medicamento en el plasma (Hoffman y Rockstroh, 2003).

En estos farmacos casi no se observa resistencia, ademas la barrera genética es
alta; esto ha sido demostrado para lopinavir/r, fosamprenavir/r, atazanavir/r,
saquinavir/r y darunavir/r. Nelfinavir es el unico IP para el que no se recomienda
potenciacion con ritonavir ya que los niveles plasmaticos no aumentan

significativamente (Hoffman y Rockstroh, 2013).

3.4 Inhibidores de la entrada

Existen tres pasos cruciales para la entrada del VIH a la célula T CD4: (1) Union del
VIH al receptor CD4 (blanco de los inhibidores de la unién). (2) Unién a los co-
receptores (blanco de los antagonistas de co-receptores). (3) Fusion del virus a la
célula (blanco de los inhibidores de la fusion) (Hoffman y Rockstroh, 2013; Kuritzkes,
2009).

Cada paso de la entrada del VIH puede ser inhibido. Una diferencia importante en
comparacion con las otras clases de medicamentos es que los inhibidores de la
entrada no inhiben el VIH intracelularmente, interfieren de forma temprana en el
ciclo de la replicacion (Kuritzkes, 2009). En el 2003 el T-20 fue aprobado como el

primer inhibidor de la entrada en Europa y Estados Unidos. Maraviroc fue el primer



antagonista de co-receptor CCR5 y el primer inhibidor de entrada por via oral en
2007 (Hoffman y Rockstroh, 2013).

3.5 Inhibidores de la integrasa

La integrasa se encarga de la integracion del ADN viral al genoma del huésped. No
existe integrasa en las células humanas por lo que la inhibicién selectiva de esta
enzima sin producir efectos adversos parece posible (Hoffman y Rockstroh, 2013).
Hay cuatro pasos en la integracion del ADN viral que pueden ser inhibidos por estos
farmacos: (1) union de la integrasa al ADN viral lo que produce un complejo de union
ADN-integrasa, puede ser inhibido por pirano-dipirimidas. (2) procesamiento 3’, la
integrasa remueve un dinucledtido a cada extremo del ADN viral produciendo
nuevos extremos hidroxilos 3’. Puede inhibirse por diceto acidos. (3) transferencia
de cadena, después del transporte del PIC desde el citoplasma por un poro nuclear
hacia el nucleo celular, la integrasa se une al ADN cromosomal del huésped. De
esta manera la integrasa produce una union irreversible del ADN viral y celular. Este
paso puede ser inhibido por inhibidores de la transferasa como raltegravir o
elvitegravir. (4) reparacion gap, en donde la combinacion del ADN celular y viral es
un producto intermedio con brecha. La reparacion gap se hace por enzimas de
reparacion del ADN celular del huésped. Este paso puede inhibirse por
metilxantinas. En 2007 raltegravir fue el primer inhibidor de la integrasa aprobado,
en 2012 la FDA aprueba elvitegravir en combinacién con tenofovir y emtricitabina
(Hoffman y Rockstroh, 2013).

El beneficio del uso del tratamiento antirretroviral ha quedado demostrado
ampliamente, disminuyendo de manera dramatica la mortalidad asociada al SIDA
que se producia al inicio de la epidemia en todo el mundo (Ministerio de Salud

Publica y Asistencia Social, 2013).
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4. Variantes de VIH-1

Existen multiples variantes del VIH-1 debido a la gran tasa de replicacién de este y
a la alta tasa de error de la transcriptasa reversa, estas se conocen como
cuasiespecies minoritarias. La seleccion de las cuasiespecies del virus son un
mecanismo de escape del control del sistema inmunolégico y de generacién de
resistencia a agentes antirretrovirales. Con el tratamiento antirretroviral se reduce la
carga viral plasmatica del VIH y la cantidad de cuasiespecies, pero algunas
variantes del VIH presentan mutaciones de resistencia adquiridas de forma
espontanea que disminuyen la susceptibilidad del virus a los antirretrovirales. Los
pacientes que presentan resistencias a los antirretrovirales mantienen la
cuasiespecie inicial (salvaje), la cual puede volver a superar a las variantes

resistentes cuando el tratamiento es interrumpido (Lahuerta, 2009).

Las mutaciones, sustituciones de nucleétidos en genes que codifican a proteinas,
pueden ser sin cambio de aminoacido (ds) o con cambio de aminoacido (dn). La
proporcién de las mutaciones dn frente a las ds (dn/ds) informan sobre el grado de
presion de seleccidn que opera en el virus; un valor dn/ds = 1 indica seleccion
natural, dn/ds > 1 indica seleccion positiva. Las mutaciones de aminoacido

benefician al virus, ya que aumentan su buen estado (Lahuerta, 2009).

Mediante la caracterizacion genética de los genes de proteasa y transcriptasa
reversa de subtipos diferentes al B, se ha determinado que es frecuente encontrar
mutaciones menores en las variantes naturales. A pesar de esto no se conoce si la
presencia de polimorfismos facilita la generacion de resistencias durante el
tratamiento con inhibidores de proteasa. Aun no se conoce como la susceptibilidad
y resistencia del virus hacia los antirretrovirales puede variar segun los subtipos
(Lahuerta, 2009). En un estudio realizado por Eshleman et al., en el 2005 se
determind que la aparicion de mutaciones de resistencia frente a un antirretroviral

inhibidor de la transcriptasa reversa no nucledsidos puede ser dependiente del
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subtipo, ya que las mujeres embarazadas portadoras del subtipo D tratadas con
nevirapina presentaron mayor incidencia de mutaciones de resistencias que las

portadoras de virus del subtipo A.

5. Epidemiologia molecular del VIH

Mundialmente, existen 39,5 millones de personas infectadas con VIH. Los factores
de riesgo y los grupos poseen distintos patrones de distribucidn geografica; en
Europa Occidental, Estados Unidos y Oceania, la mayor incidencia es en hombres
que tienen relaciones sexuales con hombres y drogadictos. En Asia, Africa del Norte
y zonas del Pacifico, la mayor incidencia es en prostitutas y drogadictos; y en
América Latina, el Caribe y Africa subsahariana, el grupo con mayor incidencia es

el heterosexual (Najera, 2011; Thomson y Najera, 2005).

En base a analisis filogenéticos de distintas areas geograficas, el VIH se divide en
dos tipos, VIH-1 y VIH-2, grupos, subtipos, sub-subtipos, formas recombinantes

circulantes (FRC) y formas recombinantes unicas (FRU) (Robertson et al., 1995).

5.1VIH -1

Existen tres grupos filogenéticos del VIH — 1: M (principal), O (externo) y N (no M —
no O). A su vez, también existen subtipos del VIH — 1 del grupo M, los cuales son A
— D, F—H, |y K; estos subtipos forman agrupaciones equidistantes en los arboles
filogenéticos. De los subtipos A y F existen sub-subtipos, A1y A2,y F1y F2; cada
par se encuentra mas relacionado entre si que con otros subtipos (McCutchan,
2000; Gao et al., 2001).

Los grupos O y N son genéticamente divergentes del grupo M, han causado menos
del 5% de las infecciones en el mundo y solamente han sido detectados en el centro-

oeste de Africa. El grupo O ha sido detectado en personas de Camerun y algunos
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paises vecinos; mientras que la infeccion por el grupo N solamente ha sido
detectada en Camerun; convirtiéndolo en el pais endémico para el VIH-1 (Robertson
et al., 1995; Gao et al., 2001).

6. Recombinantes inter-subtipos e inter-grupos del VIH-1

Existen dos tipos de formas recombinantes, las circulantes (FRC), de las cuales se
han identificado 34 y las unicas (FRU). El genoma de las FRC debe ser similar entre
las cepas con puntos de ruptura parecidos, en los que se pueda observar el ancestro
en comun de los mismos eventos de recombinacion. Las FRC son genomas
recombinantes inter-subtipos complejos, algunos estables y otros se ven como
“retazos” debido a la gran cantidad de puntos de entrecruzamiento que presentan
(Robertson et al., 2000). Estas han sido identificadas en casi todo el mundo y
representan mas del 10% de las infecciones por VIH-1. Por otro lado, se han
reportado varias cepas de VIH-1 con estructuras de mosaico unicas, las FRU. Es
probable que estas se produzcan a partir de recombinaciones secundarias de FRC
(McCutchan, 2000).

Los subtipos de VIH-1 pueden ser determinados mediante la secuenciacion de las
regiones genomicas. La divergencia de los nucleétidos inter-subtipo puede llegar a
ser de 20, 15y 25% para los genes gag, pol y env, respectivamente. La deteccion
de un subtipo debe realizarse cuidadosamente, ya que se pueden perder cepas
recombinantes. Para poder definir un nuevo subtipo, sub-subtipo o FRC, es
importante identificar cepas representativas en individuos sin vinculo
epidemiolégico, la estructura de mosaico debe coincidir y el agrupamiento
filogenético debe caracterizarse. EI genoma puede ser secuenciado casi por
completo, al menos en dos de las cepas (Turner y Summers, 1999; Najera et al.,
2002).
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La recombinacion entre las cepas de linajes distantes genera nuevas variantes de
VIH-1. En Camerun han reportado recombinacion entre los grupos M y O del VIH-
1. Se ha identificado un evento de recombinacion entre un virus similar al VIScpz y
una similar al VIH-1, mediante analisis de dos virus del grupo N (Corbet et al., 2000;
Takehisa et al., 1999).

7. Distribucion mundial del VIH-1

Los subtipos mas frecuentes del VIH-1, mundialmente, son el C (47%), A (27.2%),
B (12.3%), D (5.3%) y la DRC CRF01_AE (3.2%). Africa central y subsahariana es
en donde se presenta mayor diversidad del VIH-1, ya que se han identificado todos
los subtipos y FCR en esa region. Debido a esto, Africa es la fuente de la pandemia
de VIH (Resik, 2008).

8. Epidemiologia molecular del VIH en la regiéon

La mayor diversidad genética del VIH-1 se encuentra en Africa central occidental,
donde se origind la pandemia. En esta area circulan los 4 grupos del VIH-1, todos
los subtipos y sub-subtipos, a excepcion del B. En la mayoria de los demas paises
predomina un numero limitado de formas genéticas del VIH-1, generalmente tres,
que representan recombinantes generados localmente. La propagacion de limitadas
formas genéticas en paises fuera de Africa central se debe a un “efecto fundador’,
en el cual la primera forma genética es introducida en una poblacion y se mantiene
después como predominante, esto debido a eficiencias de transmision similares
entre subtipos y al grado de resistencia a la superinfeccion por una segunda forma

genética (Najera, 2011; Thomson y Najera, 2005).

En el continente americano, el subtipo B es la forma genética mas predominante,
es el subtipo que se propagé mas rapido fuera de Africa, y el de mayor dispersion

geografica a escala global; predominante en Europa occidental y central en
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América, el Caribe, Africa del norte, Australia, Nueva Zelanda, Japén, Corea,
Mongolia y Yemen. De este subtipo se han descrito variantes de origen monofilético

en varias regiones de América, como Brasil, Cuba y Panama (Najera, 2011).

8.1 VIH en Guatemala

El primer caso de VIH/SIDA detectado en Guatemala fue en el afio 1984, desde
entonces hasta 2009 el Centro Nacional de Epidemiologia reporté 20,488 casos. La
epidemia se concentra en jovenes de 15 a 24 anos. Los departamentos mas
afectados son Guatemala, Retalhuleu, Izabal, Suchitepéquez, Quetzaltenango,
Sacatepéquez y Escuintla; estos concentran mas del 80% de los casos reportados
(Silvestre, 2010). En 2016, se presentaron 2900 nuevos casos de infecciones por
VIH y 1600 muertes relacionadas con SIDA. Ese mismo afo 46000 personas vivian
con VIH, de las cuales 36% tenian acceso a la terapia antirretroviral. Entre las
mujeres embarazadas que viven con VIH, solamente 19% tenian acceso al
tratamiento o profilaxis para prevenir la transmision del virus al recién nacido. Entre
las personas que viven con VIH, aproximadamente 25% habia suprimido la carga
viral (ONUSIDA, 2018).

En los afios 2010 — 2011 se evaluo la diversidad del VIH. Incluyeron 145 pacientes
no tratados anteriormente con antirretrovirales del Hospital Roosevelt en la Ciudad
de Guatemala. Se obtuvieron las secuencias pol a través del VIH plasmatico. El
subtipo mas prevalente fue el B, con 96.6% y se encontrd una prevalencia de formas
recombinantes BF1 (2.8%) y del subtipo C (0.7%). Este estudio es uno de los
primeros intentos de describir la diversidad del VIH. Sin embargo, no se ha realizado
ningun analisis filogenético que indique las variantes que hay de este subtipo (Avila
etal., 2011).

Los diferentes subtipos del VIH-1 muestran diferencias en patogénesis y presentan

diferentes vias de resistencia, lo que conduce a diferentes resultados clinicos. El
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subtipo D es mas transmisible y esta asociado a una progresién mas rapida de la
enfermedad. Los subtipos A, C, F y G presentan polimorfismos naturales en la
proteasa y la transcriptasa reversa lo que contribuye a la resistencia en el subtipo B
(Pineda et al., 2013).

9. Analisis filogenético

La infeccion por VIH fue una pandemia controlada en paises en vias de desarrollo,
pero actualmente ha incrementado el numero de casos en paises con nivel
econdmico y sanitario adecuado, principalmente en hombres que tienen sexo con
hombres. La principal causa del incremento de la propagacion del VIH es la terapia
antiviral eficiente. También se ha relacionado con caracteristicas sociales y el

comportamiento de los pacientes (Abecasis et al., 2013).

La filogenia molecular es la ciencia que estudia la estimacién de la evolucién y se
basa en la comparacién de secuencias genéticas. Por lo tanto, el analisis
filogenético permite relacionar evolutivamente diferentes secuencias moleculares;
se ha podido determinar el origen de la epidemia de VIH-1, analisis de clados o
cluster de transmision de VIH, determinar la relacién entre los eventos migratorios
y la diseminacion de VIH y entender el aumento o disminucién de determinados
subtipos de VIH, esto se conoce como filodinamica (Abecasis et al., 2013; Yebra et
al., 2013).

Esta ciencia consta de tres partes importantes para poder realizar el analisis

filogenético:

¢ Alineamiento multiple de secuencias.

e Seleccidén de un modelo de evolucion relacionado con las secuencias.

e Construccion del arbol filogenético, en base al algoritmo evolutivo de interés.
(Pérez, 2016).
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9.1 Arboles filogenéticos

Los arboles filogenéticos son estimaciones de la historia evolutiva de varias
secuencias, esta es representada como una ramificacién dentro del arbol. Ademas,
permiten inferir relacion evolutiva entre las secuencias, mediante las relaciones
entre genes o fragmentos de un individuo. Para que la estimacion de la relaciéon
filogenética sea real, las secuencias deben ser homodlogas y las muestras deben

estar en un mismo marco evolutivo (Hall y Barlow, 2006).

Los grupos de taxones que pueden ser estudiados son especies, géneros u otra
categoria taxondmica, estas se conocen como unidades taxondémicas operacionales
(UTO). Los grupos de taxones que comparten un mismo nodo con un mismo origen
filogenético son clados o cluster. Para analizar la topologia de estos arboles
filogenéticos se utilizan métodos estadisticos, el mas utilizado es el analisis de
bootstrap, el cual asigna un valor en forma de porcentaje a cada nodo. Un valor
bootstrap de 70% o mayor, significa que las agrupaciones del arbol filogenético son
fiables. Por otro lado, para analizar de manera estadistica cada uno de los nodos,
se utilizan valores de probabilidad a posteriori (pp). Estos son similares a los valores

bootstrap, un valor pp mayor a 0.8 es fiable (Hall y Barlow, 2006; Pérez, 2016).

9.2 Metodologias para analisis filogenéticos para VIH-1

Los métodos de analisis filogenéticos mas utilizados, para el analisis de los distintos
clados de transmision de VIH-1 son el Método de Neighbor-Joinning y el método de
Maxima Verosimilitud. Ambos métodos son clasicos y utilizan el analisis de
booststrap (0 — 100%) para determinar la fiabilidad de las distintas agrupaciones
filogenéticas. También existen métodos avanzados, en los cuales se utiliza métodos
probabilisticos para determinar la fiabilidad, estos se expresan en valores de
probabilidad a posteriori de 0 a 1. Estos son utilizados con menor frecuencia, ya que

son mas complejos (Pérez, 2016).
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Es dificil comparar estudios de impacto epidemiolégico y clinico ya que se utilizan
diferentes métodos de subtipificacion y la clasificacion de los subtipos o clados de
VIH-1 puede diferir segun el método empleado. El estandar de oro para la
clasificacion del VIH-1 se basa en el analisis filogenético de secuencias del genoma
de longitud completa, pero este método no es ampliamente utilizado en situaciones
clinicas. La mayoria de los datos disponibles en relacion a esto, se derivan de
ensayos genotipicos para la resistencia a los inhibidores de proteasa y de la
transcriptasa reversa; el analisis filogenético manual (MPhy) sobre la region pol se
puede utilizar para la identificacién de los subtipos. Sin embargo, con un conjunto
grande de datos es necesario la utilizacion de herramientas automatizadas, ya que

el subtipificado manual es complicado (Pineda et al., 2013; Posada et al., 2007).

Existen tres tipos principales de herramientas automatizadas que se basan en el
meétodo utilizado para asignar un clado de VIH-1 a una secuencia de interés. (1) las
herramientas basadas en similitud incluyen la herramienta de subtipificacion NCBI,
Stanford, Geno2pheno y EuResist. (2) herramientas basadas en estadisticas, estas
utilizan algoritmos de comprension como modelos como Context-based Modeling
for Expeditious Typing (COMET), algoritmos basados en la especificaciéon de
posicion como STAR o modelos de perfil de salto de Hidden Markov, como jpHMM.
(3) herramientas filogenéticas tales como REGA y SCUEAL (Pineda et al., 2013).

10. REGA

Esta herramienta esta disefiada para utilizar métodos filogenéticos con el fin de
identificar los subtipos de una secuencia especifica, la secuencia es analizada por

métodos de recombinacién utilizando “Bootscanning” (Standford University, 2014).

Con esta herramienta de subtipificacion se utiliza el analisis filogenético para tomar

en cuenta las relaciones epidemioldgicas y evolutivas entre subtipos, es decir que
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se aproxima al estandar de oro para clasificar los subtipos. La herramienta de
subtipado REGA version 2 (REGAv2) contaba con un alto numero de secuencias
no asignadas, debido al numero limitado de CRFs incluidos en los datos de
referencia y por el fin de lograr una alta especificidad al costo de la sensibilidad.
Para superar estas limitaciones la nueva versién, REGAv3, utiliza un algoritmo de
arbol mejorado, orientado a aumentar el reconocimiento de subtipos puros vy
recombinantes. Ademas, también se ha mejorado el conjunto de datos de referencia
para incluir cepas mas divergentes por subtipo y asi poder clasificarlas de forma

mas especifica (Pineda et al., 2013).



19

ll. JUSTIFICACION

El virus de inmunodeficiencia adquirida (VIH) se clasifica en dos variantes
principales, VIH-1 y VIH-2. El VIH-1 causante de la mayoria de las infecciones a
nivel mundial, se divide en tres grupos: Grupo M, responsable de la mayor parte de
las infecciones del mundo; grupo O, forma virica rara detectada unicamente en
Camerun, Gabon y Francia; y grupo N, detectado solo en algunas mujeres de
Camerun (Fauci et al., 2008). Actualmente se han identificado nueve subtipos de
VIH-1 (A-D, F —H, J y K) y 58 formas recombinantes circulantes (CRF). El subtipo
B es predominante en América, Europa y Australia, aunque solamente causa el 10%
de las infecciones a nivel mundial; el subtipo C causa casi el 50% de las infecciones
globales, mientras que el subtipo A causa 12% de las infecciones globales (Pineda
etal., 2013).

Las variables de VIH-1 presentan una separacién geografica en todo el mundo. La
informacion proveniente de Centroamérica es limitada. En el 2013 se realizaron
ensayos filogenéticos en base a la secuencia pol del VIH-1, en seis paises
centroamericanos; evidenciando que la introduccién de VIH-1 subtipo B en
Centroamérica causa la mayoria de los casos actuales (Murillo et al., 2013). En
Guatemala se ha reportado la presencia de subtipo B (96.6%), también se ha
determinado prevalencia de formas recombinantes BF1 (2.8%) y del subtipo C; sin
embargo, no se ha realizado ningun analisis filogenético que indique las variantes
que hay de este subtipo (Avila et al., 2011). Debido a esto se subtipifico las
secuencias de la region pol del VIH-1 obtenidas durante el periodo del 2010 al 2015,

con el fin de identificar las variantes circulantes del pais.

Este constituye el primer estudio filogenético que se realiza en secuencias virales
del gen pol obtenidas durante cinco afos en una clinica de atencion integral de VIH

del pais.
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IV. OBJETIVOS

A. Objetivo general
Determinar las variantes circulantes del VIH-1 en muestras obtenidas en una clinica
de atencion integral de VIH de Guatemala los afios 2010 a 2015, por medio el

analisis de la subtipificacion de las secuencias del gen viral pol.

B. Objetivos especificos

e Caracterizar las variantes de VIH-1 que circulan en muestras obtenidas en
una clinica de atencién integral de VIH de Guatemala mediante un analisis
filogenético.

e Evaluar las relaciones de las secuencias de los distintos subtipos presentes
en muestras obtenidas en una clinica de atencién integral de VIH de
Guatemala en un periodo de cinco afos.

e Describir las caracteristicas demograficas comunes en las secuencias de

muestras obtenidas en una clinica de atencién integral de VIH de Guatemala.



V. HIPOTESIS

El estudio fue descriptivo, por lo que la formulacién de hipétesis no aplicaba.
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VI. MATERIALES Y METODOS

1. Diseio de la investigacion: El disefio del estudio es retrospectivo, transversal y
descriptivo.
2. Definicion de la poblacion: Muestras positivas para VIH-1 de pacientes con fallo
virologico, obtenidas en una clinica de atencion integral de VIH de la ciudad de
Guatemala durante los afios 2010 — 2015.
3. Periodo de estudio: 5 anos, de 2010 a 2015.
4. Marco muestral: Secuencias genéticas de la region pol del VIH-1 de los virus
infectantes de muestras obtenidas en una Clinica de Atencion Integral de VIH de la
ciudad de Guatemala durante los afios 2010 — 2015.
5. Tamano y seleccion de la muestra: No aplica, se analizaron todas las 400
secuencias genéticas del periodo indicado.
6. Tipo de muestreo: No aplica, se analizaron todas las secuencias genéticas del
periodo indicado.
7. Criterios de inclusidon y exclusion
7.1 Criterios de inclusién: Secuencias genéticas de la regién pol de VIH-1
de muestras a las que se haya realizado genotipo.
7.2 Criterios de exclusion: Secuencias repetidas que correspondan a
muestras de un mismo paciente.
8. Procedimientos
8.1 Recoleccion de datos: Las secuencias de la regién pol del VIH-1 se
obtuvieron de muestras a las cuales se les realiz6 la prueba de genotipo en la
Clinica de Atencion Integral de VIH, en los afios 2010 — 2015. Se utilizé una
hoja de captura de datos en el programa Microsoft Excel 2016.
8.3 Analisis filogenético: Para la determinacion de los distintos subtipos de
HIV-1 presentes en Guatemala durante los afios 2010 — 2015 se utilizo la
herramienta REGA HIV-1 Subtyping Tool — Version 3.0 y las secuencias

obtenidas por la prueba de genotipo en formato FASTA.
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9. Plan de analisis

Se realizd un analisis univariado determinando las frecuencias e intervalos de
confianza al 95% para la variable de género. Para la variable de edad se utilizaron
medidas de tendencia central y dispersion. Para el analisis filogenético se utilizaron
arboles filogenéticos para determinar la relacion entre las variantes de HIV-1,

mediante el software REGA HIV-1 Subtyping Tool — Version 3.0.

10. Control de sesgos

No se realizé una seleccidn de los participantes, se trabajoé con todas las muestras
de la poblacion VIH-positivo de la Clinica de Atencion Integral durante los afios 2010
—2015.

11. Recursos
11.1 Recursos humanos
¢ |nvestigador: Licda. Ana Oliva

e Asesora: Dalia Lau-Bonilla, Ph.D.

11.2 Recursos fisicos
¢ |Instalaciones de la Clinica de Atencién Integral de VIH.
e Boletas de recoleccion de datos
e Computadora con servicio de internet para acceder a REGA HIV-1

Subtyping Tool — Version 3.0.

11.3 Recursos financieros

e Materiales de oficina (hojas y tinta para impresién)
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12. Limitaciones del estudio

Limitacion de informacion, en algunos casos no se obtuvo toda la informacion de los

pacientes a los cuales se les realizo la prueba de genotipo.

13. Consideraciones éticas

No se realizé un consentimiento informado ya que es un estudio secundario, por lo
que no se trabajé directamente con los pacientes. Cabe mencionar que durante toda
la investigacion se mantuvo la confidencialidad de cada uno de los pacientes de los
cuales se analiz6 las secuencias; cada paciente se identific6 con un numero

correlativo.
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VIl. RESULTADOS

Se analizaron 400 secuencias genéticas de la region pol del VIH-1, las muestras

fueron obtenidas en una clinica de atencion integral de VIH de la Ciudad de

Guatemala, en un periodo de cinco afios (2010 — 2015).

En la siguiente figura (figura 3) se muestran los porcentajes de los distintos subtipos

de VIH-1 presentes en las muestras estudiadas de Guatemala, durante los afios

2010 — 2015. Se puede observar que el subtipo con mayor prevalencia es el subtipo

B (71.5%) y el de menor prevalencia son las formas recombinantes (0.25%).
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Figura 3. Porcentaje de los distintos subtipos de VIH-1 presentes en Guatemala.

En base a los analisis filogenéticos realizados, el modelo de evolucién de VIH-1 fue

“General

time-reversible model”, con distribucion gamma (GTR+G); obtenido
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mediante el criterio de informacion Akaike (AIC) y Bayesiano (BIC), como se

muestra en el cuadro 1.

Cuadro 1. Modelo de evolucién de VIH-1 obtenido mediante ambos criterios de

informacion con el programa jModelTest.

Criterio de Informacion Modelo Valor delta (A)
Akaike (AIC) GTR+G 0.000000
Bayesiano (BIC) GTR+G 0.000000

En la figura 4, se muestra el arbol filogenético de los distintos subtipos de VIH-1

circulantes en Guatemala, realizado mediante el método de Neighbor Joining, con

100 réplicas boostrap.

R-089-2011 VIH-1 Recombinante de B D
R-96-2012 VIH-1 Subtipo B potencial recombinante
R-014-2014 VIH-1 Recombinante de D B
R-097-2014 VIH-1 Recombinante de D B
R-104-2012 VIH-1 CRF 39 BF-like

R-005-2015 VIH-1 Subtipo B portencial recombinante
R-87-2012 VIH-1 Recombinante de B D
R-084-2011 VIH-1 Subtipo B

R-050-2013 VIH-1 Subtipo B-like

R-110-2010 VIH-1 Subtipo B-like

R-016-2013 VIH-1 Subtipo B-like

R-101-2014 VIH-1 Recombinante

R-001-2013 VIH-1 Subtipo B

R-006-2011 VIH-1 Recombinante de D B
R-055-2010 VIH-1 CRF 02 AG
R-003-2011 VIH-1 Subtipo C

93 L R-25-2012 VIH-1 Subtipo C
R-012-2015 VHI-1 Subtipo B

R-048-2013 VIH-1 Recombinante de B D

Simian immunodeficiency virus

0.20

Figura 4. Arbol filogenético de los distintos subtipos de VIH-1 circulantes en

Guatemala por el método de Neighbor Joining, realizado en MEGA 7.
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En la figura 5, se observa el arbol filogenético de los subtipos de VIH-1 circulantes

en Guatemala, estimado mediante el método de maxima verosimilitud, con 100

réplicas boostrap.

58~ R-012-2015 VHI-1 Subtipo B
2U|E R-084-2011 VIH-1 Subtipo B

17 R-016-2013 VIH-1 Subtipo B-like
R-101-2014 VIH-1 Recombinante
1P0 L R-105-2014 VIH-1 subipo B potencial recombinante
1 R-050-2013 VIH-1 Subtipo B-like
Z‘E R-110-2010 VIH-1 Subtipo B-like
R-104-2012 VIH-1 CRF 39 BF-like
4 R-055-2010 VIH-1 CRF 02 AG

b R-003-2011 VIH-1 Subtipo C

93 L R-25-2012 VIH-1 Subtipo C

17|— R-001-2013 VIH-1 Subtipo B

3 [ R-005-2015 VIH-1 Subtipo B portencial recombinante
R-87-2012 VIH-1 Recombinante de B D
R-006-2011 VIH-1 Recombinante de D B

R-014-2014 VIH-1 Recombinante de D B
gp |- R-089-2011 VIH-1 Recombinante de B D

8L R-96-2012 VIH-1 Subtipo B potencial recombinante
L— R-097-2014 VIH-1 Recombinante de D B

R-048-2013 VIH-1 Recombinante de B D

Simian immunodeficiency virus

—
0.20

Figura 5. Arbol filogenético de los distintos subtipos de VIH-1 circulantes en

Guatemala por el método de Maxima Verosimilitud, realizado en MEGA 7.

Con relacion a los datos demograficos analizados, se puede observar que el subtipo

que predomina en ambos géneros, en las distintas edades y en las distintas

regiones es el VIH-1 subtipo B. Los datos analizados fueron el género (figura 6),

rango de edad (figura 7) y la procedencia de cada una de las secuencias estudiadas

(figura 8).
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VIIl. DISCUSION DE RESULTADOS

El objetivo principal de la investigacion fue determinar las variantes circulantes del
VIH-1 en muestras obtenidas en una clinica de atencion integral de VIH de
Guatemala los afios 2010 a 2015, por medio el analisis de la subtipificacion de las

secuencias del gen viral pol.

Como se observa en la figura 3, el subtipo de VIH-1 con mayor prevalencia en
Guatemala en pacientes VIH positivo es el VIH-1 subtipo B (71.5%), lo cual
concuerda con el estudio realizado en 2011 en el Hospital Roosevelt en la Ciudad
de Guatemala. El segundo subtipo mas prevalente fue la forma recombinante BD
(16.75%), esta no habia sido notificada anteriormente. Se determinaron otras
formas recombinantes, las cuales se forman por recombinacion de fragmentos
gendémicos de distintos subtipos, como CRF39 _BF y CRF02 _AG. Este ultimo es
una variante no-B procedente de Africa y Asia; en los lugares donde predomina el
subtipo B, como Espania, el resto de Europa y América, se ha visto una circulacién
creciente de subtipos no-B, como CRF02_AG, que ha sido encontrado en pacientes
procedentes de Africa occidental (Delgado, 2010). Esto sugiere que el subtipo
CRF02_AG proviene de un paciente que viajé a Africa o que tuvo contacto con
alguna persona que estuvo en Africa. Por otro lado, se determinaron dos casos de
subtipo C, equivalente al 0.5%. Este subtipo esta asociado a transmision sexual en
distintos lugares del mundo (Lopez et al, 2016). La variabilidad de los subtipos de
VIH-1 circulantes en Guatemala, se debe a posibles eventos de recombinacion, falta
de adhesion al tratamiento antirretroviral, relaciones sexuales sin proteccion vy

numerosas parejas sexuales (Taylor et al., 2010).

Para la evaluacion de las relaciones de las secuencias de los distintos subtipos de
VIH-1 circulantes en Guatemala, se seleccionaron secuencias significativas de
todos los subtipos identificados por REGA. Para el alineamiento se utilizé un Gap

Opening Penalty de 100, con el fin de disminuir la cantidad de gaps dentro del
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alineamiento y un Gap Extension Penalty de 0.1 para que los gaps fueran mas
pequefios. Ademas, se utilizé un grupo externo (outgroup) para poder identificar la
raiz del arbol filogenético. Este grupo debe estar relacionado de forma distante con
las secuencias de interés, por esto se utilizd el Simian Immunodeficiency Virus
(SIV), el cual al igual que el VIH es un retrovirus, causante de infecciones en 45
especies de primates no humanos. Como se observa en los resultados, el outgroup
se presenta como una rama con mayor longitud que el resto y con un nodo mas
cercano a la raiz, es decir que esta separado por una mayor distancia genética de

los subtipos de VIH-1.

El modelo de evolucion del alineamiento que mas se ajusta a las secuencias
analizadas fue el “general time-reversible model” (GTR), el cual incorpora distintas
tasas para cada cambio y diferentes frecuencias de nucleétidos y presenta seis tipos
de sustituciones. Ademas, el alineamiento presentd una distribucion Gamma en la
tasa de variacion entre sitios (+G) (cuadro 1). Este modelo indica que el proceso
evolutivo del VIH es completo (Arenas, 2015). Para obtener el modelo de evolucion
de las secuencias de interés, se seleccionaron tres tipos de sustituciones para
evaluar el grado de ajuste de 24 modelos diferentes y estimar la filogenia mediante
el método de inferencia bayesiana. Ademas, se incluyeron los modelos que asumen
misma frecuencia de bases, asi como los que asumen distinta frecuencia, los
modelos que asumen la proporcion de sitios que varian como los que no y los
modelos que asumen diferente tasa de variacion entre sitios como los que no. Por
otro lado, en el cuadro 1 se puede observar el valor delta, el cual indica la diferencia
entre el valor del criterio de informacién del mejor modelo con el especificado, si
este valor es inferior a 3, significa que ese es el mejor modelo que se ajusta a las

secuencias. En ambos criterios de informacién (AIC y BIC) fue GTR+G.

En base al modelo de evolucion se realizaron dos analisis filogenéticos para
determinar la evolucion de los subtipos de VIH-1. Estos analisis se realizaron con el

programa MEGA7: (1) Neighbor-joining, el cual es un método basado en distancias
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y en el criterio de minima evolucién y (2) Maxima verosimilitud, método basado en
caracteres para realizar inferencias filogenéticas; ademas utiliza técnicas
estadisticas para inferir la distribucion de probabilidad (Instituto de Ecologia, 2009).
Como podemos observar en la figura 4 y 5 del apartado de resultados, en ambos
arboles filogenéticos los distintos subtipos de VIH-1 se encuentra relacionados
evolutivamente entre si, ya que todos pertenecen al tipo de VIH-1, es por eso que
se encuentran en un mismo clado del arbol. La principal diferencia entre ambos
arboles son los valores bootstrap en cada clado, esto se debe a que con el segundo
método se basa en probabilidades y la dispersion se mide en funcion del ajuste
entre los datos observados y las predicciones calculadas por un arbol particular y el
modelo de evolucidn. Es decir que este método es mas 6ptimo. No todos los valores
fueron mayores a 50% en las ramas del arbol con ambos métodos, lo que indica
qgue no todas las ramas son fiables. La razon de esto es que no se tomaron en
cuenta las mutaciones por resistencia a antirretrovirales de las distintas secuencias
analizadas, por lo tanto, es recomendable realizar el analisis con un alineamiento

reducido para obtener valores de probabilidad mas confiables.

En relacion con los datos demograficos, se puede observar que el subtipo que
predomina en ambos géneros, en las distintas edades y en las distintas regiones es
el VIH-1 subtipo B. Con relacion al subtipo C, este se detect6 en un nifio y una nifa
con un rango de edad entre 0 — 11 afos, y son provenientes de la regidn
suroccidente (San Marcos) y Belice. Este subtipo de VIH-1 no es muy prevalente en
América, sin embargo, en el afio 2011 se determino una prevalencia de 0.7% de
este subtipo en Guatemala y es el causante de casi el 50% de las infecciones
globales (Pineda et al., 2013).

Las secuencias utilizadas son de pacientes que presentan fallo virolégico, es decir
que el tratamiento antirretroviral deja de reducir y mantener la carga viral de un
paciente en menos de 200 copias/ml. Debido a esto, no se realizé un analisis en

base al tiempo ya que no se determinaria el subtipo de VIH-1 con el cual fueron
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infectado, ademas, el genoma de los pacientes presenta distintas mutaciones, lo
que genera distintas formas recombinantes del virus. Sin embargo, se determiné
menor cantidad de casos en el afno 2015 en comparacion al 2010, lo que significa
que los pacientes son tratados adecuadamente con los distintos antirretrovirales

que necesitan en base a la farmacorresistencia y farmacotoxicidad que presentan.

La variabilidad genética del VIH hace que los distintos subtipos presenten diferentes
caracteristicas bioldgicas que les confieran distinta capacidad replicativa, tropismo
celular y susceptibilidad a farmacos; estos cambios genéticos pueden alterar la
respuesta al tratamiento. Por lo tanto, la importancia de este estudio es a nivel
biolégico y epidemioldgico; ya que al conocer los distintos subtipos de VIH-1
presentes en Guatemala, permite conocer el comportamiento epidemioldgico a nivel
molecular de la pandemia, permite la monitorizacién de las conexiones entre
diferentes poblaciones, ayuda al entendimiento de la transmision viral y la patogenia
del SIDA, y principalmente al desarrollo de vacunas y terapias antirretrovirales
eficaces (Rios et al., 2003).

La principal limitacion del estudio fue la falta de informacién sobre el momento en
que los pacientes fueron infectados, debido a esto no se pudo analizar la
prevalencia de los distintos subtipos de VIH-1 en distintos afios en Guatemala. Por
lo tanto, es recomendable tomar en cuenta el afio de infeccion y no el aino de toma

de muestra.

Los resultados obtenidos pueden ser considerados para el disefio de estudios
epidemioldgicos de mayor escala en el pais, para conocer las variantes del VIH-1
que circulan actualmente en Guatemala. Ademas, en base a los resultados se
pueden realizar estudios futuros para determinar la relacion de las variantes
circulantes de VIH-1 con la respuesta al tratamiento antirretroviral que se les brinda

a los pacientes.
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IX. CONCLUSIONES

Las variantes circulantes de VIH-1 con mayor prevalencia en Guatemala son
el VIH-1 subtipo B, con un 71.5%, y la forma recombinante BD, con un
16.75%.

Se determind dos casos de VIH-1 subtipo C, lo que equivale a un 0.5%.

Se determind la prevalencia de distintas formas recombinantes, como
CRF39 _BF y CRF02_AG, las cuales pudieron llegar a Guatemala mediante
personas que han estado en Africa o que han tenido contacto con otras

personas que han estado en este continente.

Los distintos subtipos de VIH-1 se encuentran relacionados evolutivamente
entre si, ya que todos pertenecen al mismo tipo de VIH (VIH-1). Por lo que

se encuentran en un mismo clado del arbol filogenético.

El subtipo de VIH-1 mas predominante en Guatemala, en distintas regiones,
a distintas edades y en ambos géneros analizados es el subtipo B.



35

X. RECOMENDACIONES

Es recomendable realizar un alineamiento reducido, es decir sin tomar en
cuenta las mutaciones presentes en las secuencias, con el fin de evitar

valores bajos de probabilidad en los analisis filogenéticos.

Para realizar un analisis en base al tiempo, es recomendable tomar en cuenta
el tiempo (afo) en que los pacientes fueron infectados y no el afio en que se
tomoé la muestra. Asi, se puede conocer la prevalencia de los distintos

subtipos de VIH-1 en distintos afos.

Para subtipificar conjuntos de datos pol grandes, como los que son utilizados
en entornos clinicos y de vigilancia, es recomendable utilizar herramientas

automatizadas.

Con relacion a estudios que requieran mayor precisiéon, como analisis
epidemioldgicos, se recomienda utilizar dos herramientas de subtipaje con
rendimiento alto en la region genética de interés, tales como COMET vy
REGAV3S.
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Xll. ANEXOS

Anexo I: Glosario de conceptos filogenéticos

Bootstrap: Método estadistico mas utilizado para analizar la topologia los arboles filogenéticos.

Criterio de informacion Akaike (AIC): Medida de la bondad de ajuste de un modelo estadistico,
describe la relacion entre la exactitud y complejidad del modelo. Este es utilizado cuando el tamafio

de la muestra es pequefio en comparacion con el nimero de parametros de los modelos.

Criterio de informacion Bayesiano (BIC): Medida de bondad de ajuste de un modelo estadistico,
es utilizado como criterio para la seleccion de modelos entre un conjunto finito de modelos. Esta

estrechamente relacionado con AIC.

Cladograma: Es un diagrama ramificado en el cual se indican las relaciones filogenéticas de un
grupo biolégico. Este contiene taxones terminales, los cuales forman el grupo de estudio; un grupo

externo (outgruop) el cual sirve para enraizar el arbol.
Clado: Cada una de las ramificaciones que se obtienen al realizar un corte en un arbol filogenético.

Gap: Se refiere a los espacios que deben ser introducidos en el alineamiento para compensar las

deleciones o inserciones que ocurren a lo largo de la evolucién.

Gap extension penalty: Penalizacién por extender un gap por un residuo. Mientras mayor es este

valor, menores seran los gaps.

Gap opening penalty: Penalizacion por cada gap que se abre en el alineamiento, al aumentar este

valor los gaps son menos frecuentes.
Gap penalty: Método de puntuacion de alineamientos de dos o mas secuencias.

Grupo externo (outgroup): Grupo de organismos que no pertenecen al grupo que esta siendo
analizado. Estos grupos proporcionan informacién sobre los estados ancestrales de los caracteres,

por lo tanto, deben estar emparentados con el grupo de interés.
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Anexo II: Formato de captura de datos en el programa Microsoft Excel 2016
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