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ABREVIATURAS EMPLEADAS

ADN: Acido desoxirribonucleico

ARN: Acido ribonucleico

ARNm: ARN mensajero

ARV: Antirretrovirales

B2M: 3 2 microglobulina

CCR2: receptor de quimiocina tipo CC 2

CCRa3: receptor de quimiocina tipo CC 3

CCRS: receptor de quimiocina tipo CC 5

CCRaS: receptor de quimiocina tipo CC 8

CCRO: receptor de quimiocina tipo CC 9

CD4: cumulo de diferenciacion 4

CD45RA: cumulo de diferenciacion antigeno leucocitario comun isoforma A en
células T virgenes

CD45RO: cumulo de diferenciacién antigeno leucocitario comun sin isoforma A
en células T memoria

Cp/uL: copias de ARN viral/uL

CTL: Linfocitos T citotoxicos

CV: Carga Viral

CXCRA4: receptor de quimiocina tipo CXC 4
CX3CR1: receptor de quimiocinas tipo CX3C 1
EDTA: Acido Etilen Diamino Tetra sddico

ELISA: Ensayo inmuno absorbente ligado a enzimas
Env: proteina de Envoltura VIH

EHW: Equilibrio de Hardy-Weinberg



FRCs: forma recombinante circulantes

Gag: proteina grupo antigeno especifico del VIH

gp: Glicoproteina

HAART: Del inglés terapia antirretroviral de alta eficacia

HHA: Hospital Hermanos Amejeiras

HLA: Antigeno leucocitario humano

HLA-DR: Antigeno leucocitario humano isotipo DR

IL-2: Interleucina 2

IL- 6: Interleucina 6

IL-10: Interleucina 10

INF-y: Interferon y

INF-a: Interferon a

IPK: Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”

LTR: repeticiones terminales largas

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad

MIP 1-a o B: Proteina inflamatoria de macréfago 1a o 13
NASBA: Sistema de amplificacion basado en acidos nucleicos
NF-kB: Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células
B activadas

ONUSIDA: Programa Conjunto de la Naciones Unidas sobre el VIH/Sida
PNO: Procedimiento normalizado de operaciones

PcP: Del inglés Neumonia por Pneumocystis jirovecii

PCR: Del inglés Reaccion en cadena de la polimerasa



PCR-ARMS: Sistema refractario de amplificacion de mutaciones por PCR
PCR-RFLP: Reaccion en cadena de la polimerasa de polimorfismos de longitud
de fragmentos de restriccion.

Pol: enzima Polimerasa

RANTES: Regulador de la activacion expresado y secretado en células T

Rev: Regulador de la expresion viral en el VIH

SDF-1: Factor 1 derivado de células del estroma

Sida: sindrome de inmunodeficiencia adquirida

SIV: virus de la inmunodeficiencia de simios

SNC: sistema nervioso central

SNP: Polimorfismo de un solo nucleétido
TAR: tratamiento antirretroviral

Tat: Transactivador transcripcional del VIH
TB: Tuberculosis

TCR: receptor de células T

TNF-a: Factor de necrosis tumoral a

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana
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SINTESIS
Los estudios genéticos han demostrado asociaciones de varios polimorfismos de
nucleotidos simples (SNP) con diferentes tasas de progresion y variacién en la
susceptibilidad a la infeccion por VIH. Este estudio tuvo como objetivo estimar la
frecuencia de los polimorfismos ccr5®, IL-6-174G/C, IFN-y+874T/A e IL-10-
1082A/G en pacientes cubanos infectados por VIH y pacientes expuestos no
infectados para evaluar su influencia sobre el riesgo y la progresion de la
enfermedad. Se realiz6é un estudio descriptivo transversal en 120 sujetos atendidos
en el Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” y el Hospital Clinico Quirurgico
Hermanos Amejeiras entre junio de 2018 y diciembre de 2019. La amplificacion de
los fragmentos de los genes ccrb, IL-6, IFN-y e IL-10 se realiz6 mediante PCR
seguida por el analisis de PCR-RFLP utilizando la enzima Nla Ill para la IL-6. La
ARMS-PCR se utilizd en el caso de los genes IFN-y e IL-10. Se constatd
predominio de pacientes blancos, entre 20-29 afios en ambos grupos. Las
distribuciones alélicas y genotipicas de los genes ccrb, IL-6, IFN-y e IL-10 no
difirieron significativamente entre los grupos estudiados. Los recuentos celulares
no difirieron significativamente entre los genotipos de los genes ccrb, IL-6, IFN-y e
IL-10. Solo el genotipo IL-6 GG se asocid con valores mas altos de carga viral. Se
sugiere el papel del polimorfismo genético homocigético GG de IL-6 en la epidemia
cubana de VIH/sida, asociado con niveles elevados de carga viral en el grupo de
pacientes VIH-1+ y con mayor tiempo de exposicion al VIH-1 en el grupo de
pacientes expuestos no infectados. Se exponen las primeras evidencias que
relacionan los polimorfismos genéticos con las enfermedades oportunistas,

principalmente la combinacién de SNP ccr5™ IL-6 GC, IL-10 GA, INF-y TA.
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INTRODUCCION

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y la respuesta inmune a la
infeccion por el VIH se ha estudiado ampliamente desde su descubrimiento en
1983 (1). Aunque el intento de desarrollar una vacuna profilactica o terapéutica
ha sido infructuoso, este esfuerzo global ha generado una valiosa informacién
sobre la biologia del VIH en lo que se refiere al descubrimiento viral, la
influencia de la variabilidad genética del huésped en el desarrollo de la
enfermedad y la respuesta antiviral especifica celular y humoral (2). En la
actualidad parte de las investigaciones que se desarrollan a nivel global, se
enfocan en entender qué provoca una respuesta inmune exitosa en un
subconjunto pequefio de personas que son muy resistentes a desarrollar el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (sida) y como se puede utilizar este
conocimiento para mejorar la inmunoterapia y desarrollar vacunas efectivas (3).
Mas de 40 millones de personas en el mundo estan infectadas con el VIH
agente causal del sida (4). Los primeros casos de sida se describieron en la
década de los 80 en hombres que tienen sexo con hombres que presentaban
enfermedades oportunistas especialmente, Neumonia Por Pneumocystis
Jirovecii y sarcoma de Kaposi (5, 6).

El sida es una enfermedad del sistema inmunoldgico que debilita al sistema
inmune innato y adquirido del huésped (7). Esta infeccidon afecta virtualmente
todos los componentes del sistema inmune y principalmente a algunos de sus
elementos mas importantes, el linfocito T CD4, los macrofagos y las células
dendriticas (7, 8). Los defectos mas prominentes aparecen en la inmunidad

celular y pueden atribuirse a varios mecanismos, como efectos citopaticos
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directos e indirectos del virus. La muerte de los linfocitos T CD4+ se asocia a la
produccion de virus en las células infectadas y es una causa importante de la
reduccion del numero de estas células, especialmente en la fase aguda de la
infeccion (8). Mientras que las células T CD8+ especificas de VIH controlan el
virus durante la infeccion aguda, su potencial citotéxico disminuye a medida
que la enfermedad progresa y esto no le permite ejercer una respuesta antiviral
efectiva. Los defectos intrinsecos de las células T CD4+ y las células T CD8+
durante la infeccion por VIH también pueden contribuir al proceso patogénico
(9).

La activacion cronica del sistema inmune es una caracteristica distintiva de la
infeccion por el VIH, y el equilibrio entre esta y la replicaciéon viral es
fundamental en el proceso de inmunopatogénesis de esta enfermedad. La
activacion inmune potencia la replicacion del VIH, lo que a su vez aumenta la
activacion del sistema inmune (10).

La patogénesis de la enfermedad inducida por VIH es compleja y multifactorial.
Después de la infeccion primaria se desencadena una replicacion diseminada
de virus en los o6rganos linfoides. Una robusta respuesta inmune celular
usualmente inhibe la replicacién viral en las primeras semanas, pero el virus
escapa de la respuesta inmune, produciendo una infeccion cronica y
persistente, llevando al avance clinico de la enfermedad con una mortalidad
notablemente alta en un periodo de aproximadamente 10 afios (11).

La introduccion de la terapia antirretroviral de alta eficacia (HAART, por sus
siglas en inglés) para el tratamiento de la enfermedad por VIH ha tenido un

impacto sobre la historia natural de la infeccion con un aumento de la



supervivencia de los pacientes y una disminucién de las enfermedades
oportunistas (12).

Alrededor de 2 millones de personas se infectan con el virus cada afo y la
pandemia continua cobrando un alto costo en vidas y afectando las finanzas de
los paises mas pobres, a pesar de tres décadas de conocimiento e
investigacién sobre la patogénesis de la enfermedad. Los mecanismos por los
cuales el VIH causa sida son multifactoriales y no estan totalmente dilucidados,
esta es la razén principal por la cual el sida no ha podido ser erradicado del
mundo (13).

La variabilidad de respuesta a la infeccién por VIH se debe a las complejas
interacciones entre el virus, el hospedero y el ambiente (14). Multiples estudios
longitudinales han proporcionado amplia evidencia de la variabilidad de la
evolucion de la infeccion por VIH (14-16). Algunos individuos progresan a sida
dentro del ano de la seroconversién, mientras otros pueden controlar el virus
sin tratamiento por mas de dos décadas. Una pequefia proporcion de
individuos es resistente a la infeccion por VIH, incluso en exposiciones
repetidas (16).

El estudio del polimorfismo genético del hospedero en la patogenia de la
infeccion por VIH es de gran importancia y se han alcanzado notables avances
en la ultima década, en parte debido al desarrollo de las técnicas de biologia
molecular. Definir los factores genéticos que influyen en la respuesta al VIH
puede ser util para predecir la progresion de la enfermedad, entender la
patogenia y desarrollar estrategias terapéuticas y de vacunas (16).

Los polimorfismos de nucledtidos simples (SNP, siglas en inglés) son variantes

de un solo nucledtido, generalmente bialélicos y representan los polimorfismos
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mas abundantes del genoma humano (se encuentran cada 200 a 500 pb).Los
SNP median la expresion de mediadores inflamatorios como las citocinas y
receptores de quimiocinas (14, 17).

En el contexto de VIH, los estudios genéticos de cohorte han mostrado
asociaciones de varios SNP con las diferentes variaciones de progresion y de
susceptibilidad a la infeccion en las poblaciones estudiadas (15, 18). Los
receptores de quimiocinas, las citocinas y las variaciones de los antigenos
leucocitarios humanos (HLA, por sus siglas en inglés) tienen gran influencia en
la susceptibilidad, desarrollo y progresion del VIH-1 (19).

Se describe que el receptor de quimiocinas CCRS5 influye significativamente en
la replicacién y progresion de la enfermedad, lo que explica el 20 % de la
variabilidad genética de esta enfermedad (19). Se han identificado diferentes
variantes genéticas como modificadoras de la evolucién de la enfermedad
incluyendo cer5™%? (delecion de 32-pb introduciendo una parada prematura en
el codon), variantes promotoras en ccr5 y variantes en el ligando del CCR5

(CCL5) (20,21). La variante homocigética —ccr5*?/*%

y el complejo
heterocigotico con otras mutaciones raras de aminoacidos, en su mayoria, son
resistentes a la infeccion por VIH (21, 22).

La infeccién y la replicacion del VIH in vivo e in vitro estad bajo una continua
regulacion de una compleja red de citocinas producidas por una variedad de
células. Estos efectos de las citocinas sobre el VIH pueden ser inhibitorios o
estimulatorios (23). Un equilibrio entre las citocinas proinflamatorias y
antiinflamatorias juega el principal rol en la activacion inmune sistémica y en la

progresion de la enfermedad por VIH (24). Las citocinas activadoras de la

replicacién del VIH son las citocinas proinflamatorias, TNF-a, IL-1b e IL-6. La
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infeccion por VIH eleva la produccién de TNF-a in vitro, aumentando la
replicacion del virus (25). Por otro lado, INF-a, INF-B, e IL-16 inhiben la
replicacion viral. Otras citocinas como IL-2, IL-4, IL-10, TGF-B, e INF-y, tienen
efectos duales, suprimen o inducen la replicacion viral (23). Monitorear los
diferentes polimorfismos de citocinas y la relacién con sus niveles durante la
progresion de la infeccidn, puede ser crucial para el manejo de la enfermedad
(24). Los perfiles inmunogenéticos que se han descrito mayormente asociados
con la susceptibilidad y la evolucion de la infeccion, son los SNP de los genes
de citocinas que regulan la respuesta inmune como TNF-a IFN-y, TGF-(3, IL-10,
e IL-6 (16, 17, 26).

La mayoria de los estudios estan enfocados a identificar diferentes fenotipos de
susceptibilidad a la infeccion que incluyan poblacién general y grupos de riesgo
expuestos no infectados, asi como marcadores de progresion de la enfermedad
incluidos carga viral, el rango de disminucion de linfocitos T CD4+ y el tiempo
de desarrollo de sida (16, 17). Esta aceptado que una minoria de personas son
resistentes a la infeccion por VIH. Sin embargo, la delecidn homocigética

cer5832

es el unico genotipo consistentemente identificado que confiere
proteccion contra la infeccion por VIH. Otras variantes han sido propuestas que
confieren similar proteccién contra la infeccion, pero los resultados no se han
podido replicar en otros estudios u otras variantes de genes han sido
identificadas. Estos datos sugieren que existen otros efectos genéticos que
protegen contra la infeccion que son de menor penetrancia, frecuencia o son
interacciones mas complejas entre dos 0 mas variantes genéticas (21).

Estimando la herencia total de la progresion de la enfermedad y entendiendo

como puede ser la distribucién a través de las diferentes clases de variantes
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genéticas, tales como SNP, variantes raras y variantes del numero de copias,
se podra informar que tipo de estudio tendran el mayor impacto (20).

Con respecto a las investigaciones sobre SNP y VIH en Cuba, en la literatura
revisada se recoge el estudio de Hernandez y colaboradores en 2024 que tuvo
como objetivo estimar la frecuencia de los polimorfismos ccr5°%, IL-6-174G/C,
IFN- y+874T/A e IL-10-1082A/G en pacientes cubanos infectados por VIH y un
grupo de parejas serodiscordantes para evaluar su influencia sobre el riesgo y
la progresion de la enfermedad. Anteriormente en 2021 y 2023
respectivamente, este grupo de investigadores analizaron el polimorfismo
genético del correceptor CCRS en pacientes VIH menores y mayores de 50
anos. También se realizé en 2003 una tesis de maestria sobre la presencia del
polimorfismo del correceptor CCR5 en pacientes VIH de reciente diagndstico y
de mas de10 afos de evolucion. No se encontré polimorfismo homocigético
A32 y el polimorfismo heterocigotico A32 estuvo entre un 8 % y 10 % en las
diferentes investigaciones realizadas (27-30).

La mayoria de los estudios coincide en que la variabilidad interindividual en la
susceptibilidad a la infeccion por VIH, la trasmision, la progresiéon de la
enfermedad y la respuesta a la terapia antirretroviral puede ser atribuida a
determinantes del huésped y a la variabilidad de multiples genes. Un mejor
entendimiento de la base genética e inmunoldgica de la resistencia natural a la
infeccidn puede tener importantes implicaciones en el desarrollo de nuevas
terapias y vacunas (3).

En Cuba no se han realizado amplios estudios de polimorfismo genético en
pacientes VIH/sida y en personas expuestas al VIH-1 no infectadas por lo que

esta investigacion contribuira al conocimiento de la patogénesis de la
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enfermedad en el pais. Ademas, podria contribuir a que se implementen
protocolos de manejo de los pacientes que impacten en un manejo del paciente
mas personalizado para su diagndstico clinico, en la progresion de la
enfermedad, y la aparicion de enfermedades oportunistas. Esta informacién
puede ayudar a las autoridades de salud a implementar estrategias mas
efectivas en aras de minimizar la morbilidad, mortalidad y costos de las terapias
antirretrovirales en pacientes VIH/sida, asi como mejorar la calidad de vida de

esta poblacién.

Hipoétesis

El polimorfismo genético del correceptor ccrb y de los genes de citocinas IL-6,
IL-10 e INF-y, de modo individual o por su interaccién, influyen en la evolucién
de la enfermedad en pacientes cubanos VIH/sida y en la trasmision viral en

sujetos expuestos no infectados.

Objetivos

Objetivo General
Caracterizar el polimorfismo genético del correceptor ccr6 y de los genes de
citocinas IL-6, IL-10 e INF-y en pacientes cubanos VIH/sida y sujetos expuestos

no infectados.

Objetivos Especificos
1. Describir algunas variables demograficas y de laboratorio de los pacientes

VIH/sida y sujetos expuestos no infectados.



2. Identificar el polimorfismo genético del correceptor ccrb y los genes de
citocinas IL-6, IL-10 e INF-y en pacientes VIH/sida y sujetos expuestos no
infectados.

3. Determinar la relacion de los polimorfismos genéticos con marcadores
inmunoldgicos y virologicos de progresion en pacientes VIH/sida y tiempo de
exposicion al VIH en sujetos expuestos no infectados.

4. ldentificar la asociacidn de los polimorfismos genéticos estudiados con las

enfermedades oportunistas en pacientes VIH/sida.

Novedad Cientifica

Este trabajo es el primer estudio en Cuba que describe el polimorfismo del
correceptor ccrb y tres genes de citocinas y su papel en la patogenia de la
infeccion por VIH en la poblacion cubana y en parejas expuestas no infectadas.
Las distribuciones alélicas y genotipicas de los genes ccrb, IL-6, IFN-y e IL-10
no difieren significativamente entre los grupos estudiados.

Se sugiere el papel del polimorfismo genético homocigético GG de IL-6 en la
epidemia cubana de VIH/sida, asociado con niveles elevados de carga viral en
el grupo de pacientes VIH-1+ y con mayor tiempo de exposicion al VIH-1 en el
grupo de sujetos expuestos no infectados.

La combinacion de SNP ccr5™ IL-6 GC, IL-10 GA, INF-y TA mostré un
aumento de la presencia de enfermedades oportunistas. Proporcionando las
primeras evidencias en Cuba que relaciona los polimorfismos genéticos con las
enfermedades oportunistas.

Esta investigacion brinda nuevos conocimientos sobre la patogenia de la

infeccion por VIH en un grupo de la poblacion cubana VIH y parejas expuestas
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no infectadas, con lo cual se podrian implementar nuevas estrategias para
minimizar la morbilidad, mortalidad y costos de las terapias antirretrovirales en

pacientes VIH/sida.

Valor Practico

Los resultados obtenidos permitieron la introduccion en el laboratorio clinico del
IPK de diferentes técnicas de biologia molecular para determinar polimorfismos
genéticos de interés para la enfermedad del VIH/sida como son: correceptor
ccrS y de las citocinas IL-6, IL-10 e INF-y. Estos resultados son validos y

extrapolables a otros grupos poblacionales para este tipo de estudio.

Valor Teérico

Los resultados obtenidos en este trabajo como valor teorico general
contribuyen al conocimiento de la patogénesis de VIH en la poblacion
seropositiva nacional cuyo origen genético es muy diverso. De la misma
manera, por primera vez se obtiene informacion sobre el polimorfismo genético
del correceptor ccrb y tres genes de citocinas en los pacientes VIH/sida y en
sujetos expuestos no infectados. Por ultimo, se aportan elementos sobre la
influencia de los polimorfismos genéticos en la progresién y evolucion de la

enfermedad por VIH.



MARCO TEORICO



I. MARCO TEORICO

1.1 Generalidades de VIH

Han transcurrido cuatro décadas desde el descubrimiento del VIH y mas de dos
décadas del comienzo de tratamiento antirretroviral, sin embargo, la infeccion
por el VIH sigue siendo un importante problema de salud publica mundial.
Aunque han sido numerosos los avances en el conocimiento de la
fisiopatologia de la infeccion por el VIH, todavia no existe un tratamiento
curativo (1).

La susceptibilidad de VIH y la progresién de la enfermedad muestran un grado
sustancial de heterogeneidad individual, la mayoria puede conferirse a la
variacion genética del huésped. El numero de factores del huésped
identificados en la infeccion por VIH es aun pequeio y s6lo explica el 15-20 %
de la variabilidad genética observada y la mayoria es atribuible a HLA. La
identificacion de genes que afectan la susceptibilidad y resistencia a la
infeccion es clave para entender las interacciones VIH-huésped y para el

desarrollo de terapias y vacunas (31).

1.2 Biologia del VIH

El VIH es el agente etiologico del sida. Pertenece a una gran familia de
lentivirus de acido ribonucleico (ARN) que se caracteriza por su asociacion con
estados de inmunosupresion y diferentes periodos de incubacidn después de la
infeccion, antes de que las manifestaciones de la enfermedad se hagan
aparentes (32).

Se han identificado dos tipos muy estrechamente relacionados de VIH

designados VIH-1 y VIH-2. El VIH-1 es la causa mas frecuente de sida. El VIH-
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2 que difiere en su estructura gendmica y antigenicidad, causa una forma de
sida con una progresion mas lenta que la enfermedad ligada al VIH-1 (33).

El VIH-1 identificado en 1983, consiste, en su forma madura, de un nucleo que
contiene el genoma viral constituido por dos segmentos cortos de ARN de
aproximadamente 9 200 nucledtidos y las enzimas reverso transcriptasa,
proteasa, ribonucleasa e integrasa, todo rodeado de una envoltura externa
lipidica derivada de la célula hospedera. Esta envoltura tiene 72 proyecciones

superficiales, y contiene las glicoproteinas gp120 y gp41 (34) (Figura 1).

Bicapa lipidica

Figura 1. Representacién esquematica del VIH-1 (35).

Fuente: modificado de www.web.books.com/Infections/AIDS HIV.htm.

El genoma de todos los retrovirus esta integrado por tres genes principales:
gag, pol y env. Estos codifican las proteinas internas, las enzimas y las
proteinas de la envoltura, respectivamente. Las secuencias gag codifican las
proteinas estructurales del nucleo; las env, las glicoproteinas gp120 y gp41;
mientras que las secuencias pol codifican las enzimas reverso transcriptasa,

integrasa y proteasa virales (35). (Figura 1).
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Durante la infeccién de la célula, y como consecuencia de la transcripcidon
inversa, se origina la doble cadena viral de ADN, flanqueada a ambos lados por
secuencias repetitivas largas terminales de R, denominadas repeticiones
terminales largas (del inglés LTR). Estas secuencias juegan un papel muy
importante en la insercién del ADN viral al ADN celular, asi como en el control
de la transcripcion (35). Ademas de estos genes tipicos de retrovirus, existen
otros seis genes reguladores, los llamados tat, rev, vif, nef, vpr y vpu, cuyos
productos regulan de diversas formas la reproduccion viral (34, 35).

1.3 Origen y tipos de VIH

El sida fue diagnosticado y reconocido como una nueva enfermedad en 1981,
en los EE. UU, con el descubrimiento subsecuente de VIH-1 como el agente
causal, en 1983. El VIH surgi6 de las transmisiones zoondticas entre especies,
del virus de la inmunodeficiencia de simios (SIV) de los monos a los grandes
monos y finalmente a los humanos (36).

Los dos tipos de VIH identificados hasta la fecha, VIH-1 y VIH-2, presentan
similar morfologia, tropismo, y vias de transmision (5,6).

El VIH-1 es el responsable de mas del 95 % de las infecciones a nivel mundial.
Teniendo en cuenta las diferentes variantes de VIH-1 es clasificado en cuatro
grupos: major (M), non-outlier (N), outlier (O), y P. El grupo M de VIH-1 es la
variante predominante de las infecciones a nivel mundial, mas del 90 % y por
consiguiente de la epidemia global VIH/sida. El grupo M puede ser clasificado
en nueve subtipos (A, B, C, D, F, G, H, J, y K). Los virus que pertenecen a los
otros tres grupos son endémicos en ciertos paises africanos y causan menos

infecciones (36).

13



El subtipo globalmente dominante de VIH-1 es el subtipo C corresponde con
casi el 50 % de infecciones a nivel mundial y se concentra en Sudafrica e India.
El subtipo B de VIH-1 es dominante en América, Europa Occidental y Australia
corresponde al 10 % de las infecciones globales (37, 38).

Dos o mas de estos subtipos pueden recombinar su material genético para
generar el mosaico variado conocido como forma recombinante circulantes
(FRCs); alrededor de 97 FRC se han reportado (37). CRF 19 es una forma
recombinante predominante en Cuba con 24,1 % de nuevos pacientes
infectados con esta variante (39, 40).

Al contrario de VIH-1, VIH-2 es principalmente endémico en Africa Oriental,
aunque el virus se ha extendido a otras partes de mundo en la ultima década.
Aproximadamente 1 a 2 millones de personas estan infectadas con VIH-2 (37,
38).

1.4 Ciclo replicativo del Virus de Inmunodeficiencia Humana

Las particulas virales que inician la infeccion se encuentran en la sangre, el
semen y la leche materna de un individuo y se introducen en otro individuo por
contacto sexual, a través de una puncién con agujas contaminadas o por
transmision vertical de madre a hijo (41).

La infeccion por VIH tiene lugar principalmente a través de las mucosas. El
virus puede entrar a la lamina propia conducido por células dendriticas,
epiteliales y células M (42).

El VIH infecta principalmente células que expresan moléculas CD4. Aunque
varios tipos celulares pueden expresar este receptor, los linfocitos T CD4+

juegan un papel crucial en la infeccion por VIH. Otras células susceptibles a la
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infeccion son, monocitos, macrofagos, células naturales asesinas (del inglés
Natural Killer NK), células dendriticas, células gliales en el cerebro (43).

La infeccion por el VIH se inicia cuando la glicoproteina de la envoltura gp120
de una particula viral se une a la molécula CD4 y a un correceptor que es
miembro de la familia de receptores de quimoquinas. CCR5 sirve como
correceptor para la entrada de VIH-1 a macréfagos mientras que CXCR4 se
relaciona con la entrada del virus a células T (20).

Los principales correceptores del VIH-1 que determina el tropismo viral son
CCR5 y CXCR4, que pertenecen a la familia de receptores de quimiocinas CC
y CXC respectivamente. Los ligandos naturales de CCR5 son las quimiocinas
Regulador de la activacion expresado y secretado en células T (del inglés
Regulated on Activation Normal T cells Expressed and Secreted (RANTES o
CCL-5) y la Proteina inflamatoria de macrofago 1a o 13 (del inglés Macrophage
Inflamatory Protein 1a (MIP 1-a o CCL-3) y 7-8 (MIP 1- o CCL-4). El unico
ligando natural conocido de CXCR4 es Factor 1 derivado de células del
estroma (del Inglés Stromal Cells Derived Factor 1 (SDF-1 o CXCL-12). Existen
otras moléculas que también pueden actuar como correceptores, aunque de
manera menos eficaz que los anteriores. Algunas de estas moléculas son otros
receptores de quimiocinas: receptor de quimiocinas CC tipo 3, 2, 8
respectivamente (CCR3, CCR2, CCRS8), receptor de quimiocinas CX3C tipo 1
(CX3CR1) o receptor e quimiocina CC tipo 9 (CCR9) (44, 45).

La unién de la glicoproteina gp120 de la envoltura del VIH a la molécula CD4
de la célula diana ocurre de forma secuencial. Esta union induce el cambio de
conformacién de gp120 que promueve la unidon al receptor de quimiocinas; a

continuacién, cambia la conformacion de gp 41 y expone el péptido de fusion,
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que se inserta en la membrana de la célula diana. Este péptido contiene
residuos aminoacidicos hidréfobos que promueven su insercién en la bicapa
lipidica de la membrana plasmatica de la célula hospedera, por lo que quedan
fusionadas las membranas viral y celular. Los pasos siguientes son: entrada al
citoplasma del genoma viral, sintesis de ADN proviral mediada por la
transcriptasa inversa, integracion del provirus en el genoma celular, activacion
de la célula por citocinas, transcripcion del genoma del VIH, transporte del ARN
procesado al citoplasma, sintesis de proteinas virales, ensamblaje de la
estructura del nucleo del virion y expresion de gp120/gp41 en la superficie

celular; finalmente, la gemacion del virion maduro(16, 34). (Figura 2)

VIH

Linfegite T

virin ARN

ADN de
dable cadena

SALIDA
DE VIRIONES

Figura 2. Etapas del ciclo replicativo del VIH.

Fuente: modificado de www.web.books.com/Infections/AIDS HIV.htm.
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1.5 Historia natural y formas de progresion de la infeccion

La infeccion por el VIH causa sida porque la respuesta inmune del huésped no
es capaz de erradicar la infeccion y el virus destruye el sistema inmune. La
infeccidon inicial con el VIH puede ser asintomatica o presentarse con
manifestaciones clinicas inespecificas comunes a muchas infecciones virales
como: fiebre, mialgias, adenopatias, que remiten en corto plazo (20).

En la evolucién natural de la infeccion, sigue un periodo de duracion variable,
entre 2 y 10 anos, en el que el infectado es portador asintomatico y puede
trasmitir la infeccion. Después de este periodo puede desarrollar
linfadenopatias generalizadas, pero el sistema inmune sigue siendo
competente y controla la mayoria de las infecciones del huésped (41).

Un pequeno porcentaje de individuos infectados (5-10 %) continuan
asintomatico después de 10 afios de infeccion, son los conocidos como
progresores lentos o con sobrevida prolongada (46).0tros pacientes,
evolucionan a la enfermedad en 2 o 3 afios que son los progresores rapidos
presentan directamente las manifestaciones clinicas de sida que se
caracterizan por presentar alguna de las enfermedades marcadoras de sida o
por presentar niveles de células T CD4 menor de 200 cel/pl
independientemente de que tenga o no enfermedad marcadora (46).

El desarrollo de infecciones oportunistas se correlaciona con la pérdida de
linfocitos T CD4. El prondstico es variable; la edad, la via de transmision y la
forma de presentacion influyen en la supervivencia. El tratamiento con
antirretrovirales ha favorecido la supervivencia de los pacientes con infecciones

oportunistas (44).
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La mayor parte de las infecciones oportunistas se producen por reactivacion de
organismos latentes en el huésped y en algunos casos por organismos a los
que se esta expuesto continuamente; se suelen afectar tres sistemas organicos
fundamentalmente, el sistema respiratorio, el tubo digestivo y el sistema
nervioso (47). Las infecciones en el sida son severas y en general producidas
por gérmenes oportunistas, siendo la mas frecuente la neumonia por
Pneumocystis jirovecii (PcP) que ocurre en 10 % al 30 % de los adultos con
sida (48, 49). Otros agentes infecciosos frecuentes son: Candida albicans que
suele producir dificultad en la deglucion, ulceras esofagicas. La infeccion por
Citomegalovirus se asocia a un deterioro importante del sistema inmunolégico y
puede aparecer cuando existen niveles de linfocitos T CD4 por debajo de 50
cél/uL. Cristoporidium se ha aislado en pacientes con diarreas y pérdida de
peso. Mycobacterium tuberculosis es una de las causas de muerte en personas
afectadas por el VIH que no necesariamente se manifiesta a nivel pulmonar,
siendo atacado por esta enfermedad otros 6rganos extrapulmonares como por
ejemplo los ganglios (50). Otras micobacterias se asocian con una alta
frecuencia encontrandose dentro de las infecciones bacterianas mas comunes
entre personas en etapas avanzadas de sida, con un numero de células T CD4
inferior a 50cél/uL (50).

El sistema nervioso central (SNC) es otra localizacion importante de la
infeccion por VIH que da lugar a manifestaciones neurologicas en

aproximadamente 50 % de pacientes con sida (51).
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1.6 Patogénesis e inmunidad de la infecciéon por VIH-1

La infeccion por VIH es un proceso dinamico que se desarrolla a lo largo del
tiempo pasando por distintas etapas con caracteristicas clinicas e
inmunoldgicas especificas (8, 52).

Etapa de primoinfeccién: ocurre entre las 4-12 primeras semanas y es un
periodo en el que comienza a aumentar exponencialmente la replicacion del
virus, teniendo por tanto una Carga Viral (CV) elevada. Sobre el dia 10
comienza a ser detectable en sangre y conforme avanza la diseminacion se
comienzan a detectar anticuerpos sobre el dia 30 alcanzando el punto maximo.
Esta etapa puede ser asintomatica o sintomatica con manifestaciones clinicas
parecidas a una mononucleosis infecciosa con fiebre, linfoadenopatias,
mialgias o Ulceras dolorosas, asi como dolores articulares, diminucién del
apetito, pérdida de peso, caida del cabello, nauseas, vomitos, diarreas,
cefaleas, dolor retrocular, entre otras. Estos signos y sintomas de denominan
Sindrome Retroviral Agudo.

Etapa de latencia clinica: esta etapa transcurre con un descenso mantenido
de los linfocitos CD4+ y con un aumento lento de la CV. Su curso se
caracteriza por un periodo de tiempo largo, donde el hospedero se convierte en
un portador asintomatico. En general, transcurre entre un afio a ocho afos y
medio si se cuenta con tratamiento adecuado. Los sintomas aparecen en
relacion al grado de inmunodeficiencia presente en el hospedero pueden ser
sintomas generales, anemia, sintomas respiratorios , digestivos o neuroldgicos.
Etapa sida: es el estadio final de la infeccidén por VIH. Se caracteriza por la
marcada disminucién de linfocitos T CD4+ por debajo de 200 células/uL. En

estas condiciones el sistema inmune no es capaz de hacer frente a la infeccién,
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por lo que aumenta la CV de manera exponencial. De este modo, pueden
aparecer enfermedades oportunistas, tumores, sindrome de consuncion.
Generalmente se considera que el sida es el resultado de la infeccion por VIH
asociado a la pérdida de células T CD4+. La activacion inmune cronica y la
infeccion de diversos subtipos de células T CD4 causan agotamiento inmune y
la deplecion de las células inmunes que protegen contra las infecciones
oportunistas (7, 52, 53).

Las nociones de la disminucion y restauracion de las células T CD4+ abarca
procesos que son muy diferentes en los distintos subconjuntos de células T
CD4+ y segun su localizacion en los tejidos (54). Los linfocitos T CD4+ son una
poblacién heterogénea que en términos muy generales se puede dividir en
funcién del fenotipo en células naive y células de memoria. Las células naive
expresan el receptor CD45RA, CD62L (L-selectina) y no expresan marcadores
de activacion celular, mientras que las células de memoria expresan CD45RO y
marcadores de activacion celular (54).

La expresion de los correceptores del VIH en las células T CD4+ también es
diferente en funcién del fenotipo celular. La expresion del correceptor CCRS
esta restringida a las células de memoria. El correceptor CXCR4 se expresa
tanto en células naive como en células de memoria, siendo la expresion mayor
en las células naive. Ambos tipos celulares son infectados in vivo, sin embargo
las células de memoria son las dianas principales del virus. Este subtipo celular
presenta una mayor cantidad de provirus y una mayor capacidad de producir
virus en cultivo de tejidos tras la activacion con interleucina 2 (IL-2) o

estimulacion con anti-CD3 y anti-CD28 (54).
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Los Linfocitos T citotoxicos (CTL) especificos para VIH son criticos para
orquestar la respuesta inmune especifica que limita la replicacién y expansion
del virus durante la infeccion primaria de VIH (55).

Los CTL a través de su receptor de células T (TCR) reconocen y se unen a
pequenos péptidos derivados del VIH, los cuales son derivados del
procesamiento en el proteosoma de proteinas virales maduras o de proteinas
virales truncadas defectuosas, que son presentadas por moléculas HLA de
clase | en la superficie de las células infectadas (55).

Seguido de este contacto directo célula a célula, una sinapsis inmunoldgica se
establece entre los dos tipos celulares que activan una cascada de
mecanismos efectores. Estos incluyen la secrecion de moléculas efectoras que
inducen muerte celular como granzimas, perforinas y ligandos de Ila
superfamilia de receptores de TNF, y la liberacion de una variedad de citocinas
antivirales y quimiocinas que colectivamente orquestan la lisis de las células
infectadas. También se ha reportado que los CTL especificos para VIH
controlan la infeccion por mecanismos no citotoxicos, especificamente la
secrecion de B quimiocinas que bloquean la infeccién por VIH en las células
dianas de la infeccion (55).

La activacion linfocitaria y la replicacion persistente del VIH son una constante
desde el inicio de la infecciébn, aun en las etapas asintomaticas. Como
resultado de la activacion inmunitaria se generan células T activadas que son
diana para el virus en si mismo, y con esto se produce un aumento de la
replicacion viral. Es decir se genera un circuito de retroalimentacion positiva
donde la activacion inmune potencia la replicacién del VIH, lo que a su vez

potencia la activacion del sistema inmune (56).
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Varios indicadores immunofenotipicos y solubles se han usado para cuantificar
el nivel de activacion de las células T in vivo. Los primeros incluyen: CD38,
HLA-DR, CD25, CD69, CD70; y solubles como: Proteina C Reactiva, (32-
microglobulina y neopterina (56).

CD38: Reinherz y colaboradores identificaron la molécula CD38 en la década
de los 80 (57). Es una glicoproteina transmembrana multifuncional de 300
aminoacidos con una masa molar de 42—45 kDa, con un dominio citoplasmatico
N terminal de 21 aminoacidos, un dominio transmembrana de 21 aminoacidos y
258 aminoacidos con dominios cataliticos y de receptor (58). Participa en la
transduccion de sefales durante la activacion celular y su expresion aumenta
en las primeras etapas de la misma (59).

Los primeros estudios sugieren que el sello de activacién inmune en los
pacientes con VIH es el aumento de la expresién de la molécula CD38 en las
células T, particularmente las células T CD8 de memoria (60).

Durante la infeccion temprana la expresion de CD38 es significativamente alta
(59). Varios estudios plantean que los pacientes VIH con niveles de células
CD4+ normal tienden a desarrollar la fase sida mas rapidamente si sus niveles
de CD38 son mas altos. Mientras que en los pacientes VIH con niveles bajos
de células CD4+, su condicion puede mantenerse relativamente estable si ellos
tienen niveles bajos de expresidén de CD38 (61, 59).

La Proteina C Reactiva es un marcador inflamatorio inespecifico con una
estructura pentamérica que permanece estable durante un largo tiempo (62).
Fue descubierta por Tillett y Francis en 1930 fue denominada asi porque fue
identificada por primera vez como una sustancia en el suero de los pacientes

con inflamacién aguda que reaccionaba con el polisacarido C de Streptococcus
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pneumonia (63-66). Se sintetiza por el higado y el endotelio vascular en
respuesta a IL-6 liberada por macréfagos y adipocitos (66).

Es codificada por un gen ubicado en el brazo largo del cromosoma 1,
compuesto unicamente por 2 exones y 1 intrén, sin embargo, se trata de una
region altamente polimorfica, con mas de 40 variantes conocidas (63).

Las altas concentraciones de proteina c reactiva se asocian a bajos numeros
de células CD4 y altos niveles de carga viral en los pacientes VIH/sida (66).
Varios estudios reportan una asociacidn significativa entre las altas
concentraciones de Proteina C Reactiva y la rapida progresion a sida y un
mayor riesgo de mortalidad (67, 68, 69).

B 2 Microglobulina (B2M): fue descrita como un componente del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) que esta ligado con las cadenas pesadas
de clase | (70).

Es una molécula de 11.8 kDa y fue aislada por primera vez de la orina de
pacientes con proteinuria (71). Cuando la molécula de MHC clase | es
degradada, B2M es liberada en el torrente sanguineo y se elimina
completamente por el rindbn en los individuos con funcion renal normal. La
concentracion de 2-microglobulina en suero aumenta durante la progresion de
la infeccion del VIH (72).

1.7 Tratamiento antirretroviral

Los primeros afos de la epidemia del VIH fueron caracterizados, por altos
indices de mortalidad. En un principio la unica opcion para mantener y
prolongar la expectativa de vida de los pacientes, era la prevencién y el
tratamiento de enfermedades oportunistas. En 1987 por primera vez se

emplearon tratamientos dirigidos especificamente contra el VIH. Fue durante
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estos afos, entre 1987 y 1990, que la era con antirretrovirales (ARV) comenzo6
(73).

En la actualidad todavia no existe tratamiento capaz de eliminar
completamente la infeccion por VIH. Sin embargo, el desarrollo de los farmacos
antirretrovirales y la combinacion de estos en diferentes esquemas y con
diversas pautas ha permitido cambiar radicalmente el curso de la infeccion en
la mayoria de los casos. Convirtiendo una enfermedad mortal a corto plazo, en
una condicidon con manejo cronico y expectativa de vida prolongada (74).

La terapia antirretroviral (TAR), en las combinaciones actuales, suprime la
replicacién viral hasta el punto de que la CV permanece indetectable, lo cual
permite la preservacion y la recuperacion inmunoldgica y el aumento de células
T CD4+ activadas. Es por eso que, a diferencia de afios anteriores, en la
actualidad se administra TAR a toda persona con diagndstico de VIH
establecido, con independencia de los valores de CV y CD4 (75).

La prescripcion de los ARV ha adquirido gran complejidad por la aparicion de
diferentes familias, incluyendo mas de 40 farmacos y las combinaciones de
estos. Esto se debe a una gran variabilidad en cuanto a eficacia, toxicidad,
resistencias, barrera genética, tropismo, interacciones y uso en situaciones
clinicas especiales. Esta complejidad hace necesaria la elaboracion y
actualizacion frecuente de guias y recomendaciones sobre la TAR (75).

El advenimiento de la terapia antirretroviral abrié nuevas perspectivas al
manejo de dicha infeccion, pero los fenomenos de resistencia a los
antirretrovirales, los efectos secundarios de los mismos y las variaciones
genotipicas del virus nos indican que aun no se ha cerrado este capitulo en la

ciencia médica actual (75).
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1.8 Situacion epidemiolégica en Cuba y el mundo

El virus del sida causé la muerte de 36,3 millones de personas desde que fue
identificado por primera vez en la década del 1980. El numero de personas
infectadas con VIH en todo el mundo es de 79,3 millones, segun el informe del
Programa Conjunto de las Naciones Unidas sobre el VIH/sida (4).

La prevalencia del VIH en adultos en el Caribe se estima en un 3,0 %.
Republica Dominicana y Haiti tienen la tasa mas elevada de infecciones (4).

En Cuba hasta el afio 2023 se han diagnosticado 41 180 seropositivos al VIH,
de ellos el 80 % son hombres y el 20 % son mujeres (76).

1.9 Polimorfismo genético y enfermedades infecciosas

Las enfermedades causadas por agentes infecciosos han ocurrido a lo largo de
la historia de los humanos modernos (77). Como resultado de nuestras
continuas interacciones con los patdgenos, nuestros genomas se han formado
a través de los procesos de co-evolucion, con los patdgenos imponiendo una
presion de seleccion que llevan a la seleccion de las caracteristicas del
genoma de los ancestros y de los humanos modernos (46). Entender como
influye la genética humana en la susceptibilidad a las enfermedades
infecciosas ofrece la oportunidad para nuevos conocimientos en la
patogénesis, nuevos medicamentos potenciales, la estratificacion de riesgo, la
respuesta a la terapia y la vacunacion. Asi como, un mayor conocimiento de las
diferencias sustanciales en las asociaciones genéticas entre las poblaciones
(78).

Las interacciones del hospedero-microorganismo tienen el potencial para
producir una respuesta inmune variada y diversa en las diferentes poblaciones

estudiadas condicionada por el fondo genético del individuo (79).
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La evaluacion simultanea de los polimorfismos genéticos del huésped y de los
patogenos se utilizd en VIH para revelar la influencia de los genes de HLA y el
correceptor ccr5. Considerando cémo el virus muta a lo largo del curso de la
infeccion, es de relevancia considerar como influye el fondo genético del
huésped en esta interaccion para comprender la patogenia de la infeccién por
VIH (80).

1.9.1 Polimorfismo de un solo nucleétido (SNP): Generalidades

Los SNP son variantes de un solo nucledtido, generalmente bialélicos y
representan los polimorfismos mas abundantes del genoma humano (se
encuentran cada 200 a 500 pb). Datos del Proyecto 1000 Genomas indican que
hay cerca de 11 millones de ellos y cada individuo presenta en promedio tres
millones (81). Dada su amplia distribucion, los SNP se encuentran en regiones
donde hay o no genes. En los primeros se localizan en cualquier parte de su
estructura e incluye los promotores, exones e intrones, mientras que los SNP
localizados en genes de ARN no codificantes pueden encontrarse en los
promotores o en la secuencia no codificante (82). Los SNPs median la
expresion de mediadores inflamatorios y receptores de quimiocinas (83).

Los SNPs presentes en el promotor o en regiones codificantes de los genes de
citocinas producen alteracién de la funcion transcripcional y diferencias en la
secrecion de citocinas (84).

Los SNPs se cree que son la fuente principal de variabilidad entre los
humanos, sobre todo cuando ellos influyen en la expresion o funcion del gen
dependiendo de la localizacion en la secuencia del ADN. Se detectan
facilmente y se consideran como uno de los mejores marcadores bioldgicos de

asociacion en estudios de casos-controles (85). Se han descrito que los
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polimorfismos en genes de citocinas podrian afectar la susceptibilidad a las
enfermedades infecciosas (84). Por ejemplo, hay muchos SNPs en genes de
citocinas reportados como las posibles causas de resistencia/susceptibilidad a
VIH (2, 26, 84, 85).

1.9.2 Equilibrio de Hardy-Weinberg

El principio de Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) determina qué frecuencias
deben observarse en la poblacion para cada genotipo en funcion de las

frecuencias de los alelos. Las frecuencias esperadas (E) se pueden comparar

(o=-E)2

con las observadas (O) utilizando la prueba de x? HW =¥, , con 1 grado

de libertad. En condiciones habituales, si la transmisién de los alelos de los
progenitores a los descendientes es independiente y no ocurren fenbmenos
distorsionadores, como la aparicion frecuente de nuevas mutaciones o la
seleccion de alelos, la probabilidad de observar una combinacion de alelos
concreta (un genotipo) depende del producto de las probabilidades
(frecuencias) de cada alelo (86).

Antes de realizar un analisis de asociacion se debe comprobar si se cumple el
principio de EHW en la muestra de controles (como representantes de la
poblacion general). En el caso de que se observara una desviacion del
equilibrio se deberia revisar el método de genotipificacion, pues en ocasiones
se producen sesgos al interpretar los resultados por ser mas facil de detectar
un genotipo que otros. Otras posibilidades son que los individuos no sean
independientes (por ej., por consanguinidad) o que se dé una seleccion de un
alelo (por estar asociado con la longevidad). Si se emplea un nivel de
significancia de 5 %, por azar puede observarse falta de ajuste a lo esperado,

aunque la condicion de transmisién de alelos con independencia sea correcta
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en la poblacién del estudio. En la muestra de casos es posible que no se
cumpla el equilibrio de Hardy-Weinberg; ello puede ser indicativo de que el
polimorfismo pueda estar asociado con la enfermedad (87, 88).

1.9.3 SNPy VIH

Desde los inicios de la pandemia, se puso de manifiesto que el riesgo de
adquisicion de VIH es muy diferente entre los humanos y que, en los individuos
expuestos, una proporcion de personas permanece negativa a VIH por largos
periodos de tiempo. También se observd diferencias importantes en el curso
natural de la infeccién por VIH (como tiempo entre el diagndstico del sida y la
ocurrencia de infecciones oportunistas o malignas). Todo esto soélo era
parcialmente explicado por las variables conocidas como la edad vy
comorbilidades. Todas estas observaciones clinicas y epidemiologicas hicieron
pensar en factores adicionales que modulan la respuesta inmune a VIH, que
incluye la variacion heredada en los genes y los polimorfismos genéticos de
citocinas, quimiocinas y HLA involucrado en la respuesta inmune innata o
adquirida contra la infeccion (8).

El primer gen de restriccién asociado a sida en ser descubierto fue ccr52% (89).
Posteriormente, un numero de SNP asociados con VIH fueron identificados
dentro de los que se identificaron genes de HLA, genes de quimiocinas y sus
receptores involucrados en la entrada del VIH a la célula, como CCR2, CXCRG,
RANTES y genes de citocinas como IL-2, IL-10, INF-y; TNF-a (15).

La susceptibilidad de VIH muestra un grado sustancial de heterogeneidad
individual, la mayoria conferida a la variacion genética del huésped. El numero
de factores del huésped identificados en la infeccion por VIH es aun pequefio y

s6lo explica el 15-20 % de la variabilidad genética observada y la mayoria es
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atribuible a HLA. La identificacion de genes que afectan la susceptibilidad y
resistencia a la infeccion es clave para entender las interacciones VIH-huésped
y para el desarrollo de terapias y vacunas (90).

1.10 Quimiocinas y citocinas. Generalidades

Las quimiocinas son una gran familia de citocinas de masa molecular baja con
una estructura homologa que estimulan la quimiotaxis de leucocitos y regulan
su migracion desde la sangre a los tejidos mediante la activacion de las
integrinas de leucocitos. Mantienen la organizacion espacial de diferentes
subgrupos de linfocitos y células presentadoras de antigenos dentro de los
organos linfaticos (91).

Los receptores de quimiocinas son proteinas transmembranas que pertenecen
a receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) que son clasificados en cuatro
familias distintas (CXC, CC, CX3C, y XC) de acuerdo a la estructura de sus
ligandos naturales. Todos los GPCR comparten una estructura molecular
comun de siete hélices transmembranas y transmite sefiales de ligandos
extracelulares a vias biologicas intracelulares a través de proteinas G
heterotriméricas (92).

Las regiones estructurales requeridas para la union a sus ligandos y la
activaciéon del receptor son las que definen a varias quimiocinas. Por ejemplo,
en el receptor CCR5 una regién adicional llamada segundo lazo extracelular es
crucial para la union a sus ligandos y a la senalizacion intracelular. En el caso
del receptor de quimiocinas CX3C tipo 1 (CX3CR1), los residuos N terminales y
el tercer lazo extracelular son necesarios para la union a sus ligandos y a la

sefalizacion intracelular (93).
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Las citocinas son moléculas pequenas de 30 kDa proteicas o glucoproteicas
solubles, producidas en forma transitoria por efecto de un estimulo. Los
linfocitos T y los macrofagos son las células que producen la mayor diversidad
de citocinas. Son los mensajeros moleculares mas importantes para regular las
funciones biolégicas de las células a través de mecanismos autocrinos o
paracrinos. Existen aproximadamente 209 citocinas conocidas (94).

Participan, entre otros, en la proliferacion y diferenciacion celular, la
hematopoyesis, la actividad microbicida, la reaccion inflamatoria, la respuesta
inmune especifica y no especifica. Regulan la respuesta inmune induciendo o
inhibiendo la produccion de otras citocinas y sus respectivos receptores, asi
como activando mecanismos de transduccion de senales en células blanco o
sobre ellas mismas. Las citocinas son pleiotrépicas y redundantes lo que quiere
decir que una citocina puede ejercer una actividad funcional sobre varios tipos
celulares y que una determinada funcidon puede ser realizada por diferentes
citocinas, respectivamente (90).

En el contexto de VIH-1, los estudios han mostrado asociaciones de varios
SNPs con los diferentes niveles de progresion y la variacion en la
susceptibilidad a la infeccion que involucra genes que codifican moléculas que
participan en el proceso de fusion y penetracién viral en la célula del huésped
(CCR5,CCR2, RANTES, y SDF-1) y en la regulacion de la respuesta inmune
(IL-10, TNF-q, IL-6, INF-y) (8, 93).

1.10.1 Polimorfismo genético de quimiocinas, citocinas y VIH

Es bien conocido el hecho que no todos los individuos infectados por VIH-1
progresan a sida en la misma medida. Aunque los correlatos de proteccidon en

estos individuos no se han identificado totalmente, se ha sugerido que factores
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genéticos e inmunes del huésped estan involucrados (3, 8, 56). En la misma
linea, hay otros individuos que, a pesar de exponerse al virus por largos
periodos de tiempo, son resistentes a la infeccion de VIH-1. Los mecanismos
que les permiten a estos individuos estar protegidos del virus no estan
totalmente dilucidados (8).

Se plantea que los receptores de quimiocinas y sus ligandos pueden conferir
resistencia a la infeccién por VIH-1 y/o a la progresion a sida (8), (56). La

delecion ccr52%

es uno de los polimorfismos del ccr6 mas estudiados. En el
estado homocigadtico, esta delecion confiere una proteccidn casi completa a la
infeccion por VIH-1 y en el estado heterocigotico un retraso de la progresion de
la enfermedad en 2 a 4 anos (45).

El receptor CCRS5 es una proteina con dominio siete hélices transmembrana
acoplado a proteina G que se une a sus ligandos para guiar las células
inmunes durante la respuesta inflamatoria. Es un receptor proinflamatorio que
une a ligandos de quimiocinas motivos C-C tipo 3 (CCL3) como CCL4, CCL5 y
CCL8. CCLA4 es el ligando especifico para CCRS (90).

El gen ccrb esta localizado en el cromosoma 3p21, descubierto en 1996 (89).
Forma grupo con otro de los genes de receptores de quimiocinas como el ccr2
con el que comparte alrededor de 71 % de homologia de secuencia. Se
expresa en linfocito T, monocitos, macrofagos y células dendriticas inmaduras.
Formado por 352 residuos aminoacidos con una masa molar de alrededor de
40,6 kDa. CCR5 es el correceptor para la entrada del VIH a las células. Los

SNP de ccrb pueden alterar la susceptibilidad de las personas a la infeccion por

VIH y a la progresion de la enfermedad (91).
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Los SNP presentes en el promotor o en regiones codificantes de los genes de
citocinas producen alteraciones en la funcion transcripcional y en la secrecion
de citocinas (84).

El gen que codifica la IL-10 se localiza en el cromosoma 1q31-32 y comprende
5 exones. La region promotora contiene varios SNPs que influyen en la
expresion y funcionalidad de la IL-10. Los mas conocidos son: -1082 G/A
(rs1800896), 819 C/T (rs1800871), -592 C/A (rs1800872). IL-10 es una citocina
inmunosupresora que juega un papel importante en la desregulacién inmune
asociada al VIH. Algunos SNP de IL-10 se asocian con diferencias en la
produccion de IL-10 y aumento en la disfuncion inmune en los pacientes VIH
infectados (95).

El IFN-y es una citocina pleiotropica producida por los linfocitos T CD4+ del tipo
Th1, T CD8+ y células NK. La produccién de IFN-y se produce como
consecuencia inmediata de la activacion de la respuesta inmune especifica y
se estimula por IL-2 e IL-12. IFN-y es el mas potente activador de los
macrofagos para eliminar microorganismos fagocitados y células tumorales
(96). El gen de INF-y se localiza en el cromosoma 12 (12q14) y tiene cuatro
exones que miden 6 kb. Las variaciones interindividuales en la produccion de
INF-y se deben a la contribuciéon genética de los polimorfismos dentro del
promotor o las regiones codificantes (84). Un SNP localizado en la posicion
+874 A>T (rs2430561) del primer intrén del gen de IFN-y comprende el sitio
obligatorio de unién para el factor de la transcripcion NFkB que influye en la
expresion del gen y la secrecion de la citocina que tiene un impacto significativo

en el resultado de infeccion por VIH (97). Varios polimorfismos en la regién del
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promotor de IFN-y, en la posicidon +874, influyen en la susceptibilidad y la
severidad de la infeccion por VIH (97-99).

La IL-6 es una glicoproteina secretada por macréfagos, células T, células
endoteliales y fibroblastos. Localizada en el cromosoma 7. Participa en la
regulacion de la reaccion de la fase aguda hepatica, en la regulacion del
equilibrio entre células T efectora y reguladora y en la regulacion metabdlica.
Estimula la sintesis de proteinas de fase aguda en los hepatocitos y contribuye
a los efectos sistémicos de la inflamacion y la respuesta febril junto a IL-1 y
TNF-a (99).

Se han descrito varios polimorfismos en el gen de IL-6, entre los cuales estan
los SNP -174G/C, +1753C/G, +2954 G/C. El SNP -174G/C, ubicado dentro de
la region promotora, ha sido el mas estudiado en pacientes VIH (21, 100).

No solo los factores del huésped, sino los factores virales influyen en la
patogenia y por lo tanto en la progresion de la infeccion. El desarrollo de la
enfermedad posiblemente se determina por el fino balance entre la habilidad
del virus de replicar y la habilidad del huésped de generar una respuesta
inmune adecuada (100).

El efecto del fondo genético del huésped puede ser exacerbado o disminuido
dependiendo de las condiciones medioambientales a que el individuo esta
expuesto (21). Todos estos factores ayudan a explicar por qué muchos de los
efectos ejercidos por los SNP en una enfermedad dada son especificos a una
cierta poblacion, un grupo étnico, o el individuo (100).

Los factores genéticos que contribuyen a la predisposicion o a la progresién del
VIH/sida probablemente implican una interaccion entre multiples alelos de

genes localizados en diferentes cromosomas (69, 101). En consecuencia, en
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lugar de limitarnos a realizar un estudio de asociacién de polimorfismos para un
solo gen, optamos por investigar la importancia funcional de la relacion entre
cuatro polimorfismos de un solo nucleétido localizados en los genes ccr5, IL-6,
IFN-y e IL-10 y la progresién o la predisposicion de la enfermedad en una

cohorte de pacientes cubanos con VIH/sida y sujetos expuestos no infectados.
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Il. MATERIALES Y METODOS

2.1 Diseio de la investigaciéon

Se realizé un estudio observacional prospectivo de corte transversal en el
periodo de junio de 2018 a diciembre de 2019. En el Instituto de Medicina
Tropical “Pedro Kouri” y el Hospital Clinico Quirurgico Hermanos Amejeiras.

2.2 Definicion del universo de estudio

Se tomo6 como universo todos los pacientes diagnosticados con VIH/sida que
fueron atendidos en las consultas de Infectologia del IPK y el Hospital Clinico
Quirargico Hermanos Amejeiras, en el periodo comprendido entre junio de
2018 a diciembre de 2019.

La muestra estuvo constituida por de 120 pacientes distribuidos en dos grupos.
Un grupo de 61 pacientes seropositivos a VIH-1 con tratamiento antirretroviral.
El otro grupo conformado por 59 sujetos expuestos no infectados, parejas de
pacientes VIH-1 positivos, seronegativos a VIH-1. En su mayoria gestantes,
atendidas en la consulta de Infectologia del Hospital Clinico Quirdrgico
Hermanos Amejeiras, que da seguimiento provincial durante la gestacion a
parejas serodiscordantes.

En el momento de inclusion en el estudio se les realizé prueba rapida de VIH,
segun recomendaciones del fabricante (estuche SD BIOLINE HIV-1/2 3.0, SD
Standard Diagnosis, INC, Republica de Corea). Estuvieron expuestas al VIH-1
por mas de 2 afos.

Por definicion, una pareja VIH serodiscordante (“SDC” por sus siglas en inglés)

es una pareja donde un comparfero es VIH-positivo y el otro es VIH-negativo

(8).
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2.3 Criterios de inclusion y exclusiéon

2.3.1 Criterios de inclusion para el grupo de pacientes seropositivos a
VIH-1

- Diagnéstico de VIH/sida, confirmado con caso indice asignado.

- Con actitud psiquica e intelectual adecuada.

- Pacientes con tratamiento antirretroviral.

- Pacientes de mas de 19 afnos de edad.

2.3.2 Criterios de inclusion para el grupo de sujetos seronegativos a
VIH-1

- Pacientes no infectados expuestos mas de un afo, parejas de pacientes
seropositivos a VIH-1, que fueron seronegativos a VIH-1.

- Pacientes de mas de 19 afnos de edad.

- Con actitud psiquica e intelectual adecuada.

2.3.3 Criterios de exclusién para ambos grupos

- Pacientes en aislamiento.

- Pacientes con enfermedades infecciosas agudas activas en el periodo de
estudio.

2.3.4 Criterios de salida para ambos grupos

- Fallecidos antes de la toma de la muestra.

- Solicitud o abandono voluntario del paciente.

2.4 Instrumentos de recoleccion de datos

El unico instrumento a utilizar para la recoleccion de los datos sera el Anexo 1,
que contiene los datos clinicos, epidemiolégicos y de laboratorio necesarios
para realizar el analisis propuesto en los objetivos del presente estudio,

realizado en el momento de la consulta.
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2.5 Consideraciones éticas

El estudio fue llevado a cabo de acuerdo con la Declaracién de Helsinki y fue
aprobado por los comités de ética de la investigacion del IPK (CEI-IPK 63-18) y
el HHA (CEI-HHA 27-18), respectivamente. La misma se realiz6 en base al
estudio minucioso de los cuestionarios de los médicos, teniendo como premisa
el respeto a la no violacion de los postulados o principios bioéticos, medida
tomada para asegurar confidencialidad y seguridad de la informacion.
Consideramos de relevancia la investigacion, asi como la relacion
riesgos/beneficios de este estudio para la comunidad involucrada.

La investigacion se realizO de acuerdo a cuatro principios basicos: la
beneficencia, la no maleficencia, el respeto a la persona y la justicia.
Considerando las normas éticas institucionales y regionales de la medicina
moderna.

Se detall6 de forma clara y concisa los procedimientos que se practicaron, asi
como, el conjunto de ventajas que proporciona la aplicacion de este estudio. Se
obtuvo consentimiento informado de todos los participantes en la investigacion.
(Anexo 2)

2.6 Diagnéstico de VIH

Los pacientes fueron diagnosticados y confirmados previamente como sujetos
VIH positivos con caso indice asignado. Las parejas de pacientes VIH-1,
expuestos no infectados, en el momento de inclusion en el estudio se les
realiz6 Prueba rapida de VIH para confirmar su condicidn seroldgica, de la
firma SD BIOLINE HIV-1/2 3.0 fabricado en la Republica de Corea por SD

Standard Diagnosis, INC.
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2.7 Toma y preparacion de muestra

Se realizaron extracciones de sangre mediante puncion venosa del antebrazo,
previa desinfeccion local del area, se colectaron 20 mL de sangre total con
anticoagulante EDTA, se utilizaron 10 mL para el aislamiento de células
mononucleares periféricas para posterior extraccion del ADN, se utilizaron 100
ML para la deteccion de células CD4+ por Citometria de flujo, el resto del
plasma obtenido por centrifugacidén a 252 g, por 10 minutos, a temperatura de
20°C, se guardé a 4°C para la deteccion de la carga viral y marcadores
inmunoldgicos.

2.8 Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica

Este procedimiento se realizd6 segun Procesos Normalizado de Operacion
(PNO) de la seccion de Inmunologia del Laboratorio diagnostico clinico del IPK.
(28). Para la obtencién del anillo leucocitario se centrifugd la sangre tratada con
anticoagulante EDTA en Ficoll-paque Plus (Sigma-Aldrich, EUA). Este
gradiente de densidad con Ficoll produjo la formacion de capas celulares. Los
linfocitos se localizaron en la interface entre el plasma y el Ficoll. Los linfocitos
fueron recogidos y lavados para eliminar las plaquetas y el Ficoll.

2.9 Procedimientos moleculares

Todo el procedimiento molecular se describe a continuacién para cada gen
analizado.

2.9.1 Extraccion de ADN

Se realizo la extraccion de ADN de los linfocitos mediante el estuche comercial
de Qiagen DNeasy ® Blood & Tissue (Hilden, Alemania) siguiendo las
instrucciones del fabricante. A 200 pyL de la muestra se le afadio 200 yL de

solucion amortiguadora de lisis (ATL) y 20 pyL de proteinasa K, posteriormente
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se homogeniz6 la muestra. Seguidamente, el homogenizado se incub6 por una
hora y media a 56°C de temperatura, realizandose agitando fuertemente la
muestra (vortex) periddicos cada 20 minutos. A la muestra, se le afadié 200 uL
de solucién amortiguadora de lisis (AL) y se incub6 a 70°C durante 10 minutos.
Luego, se le anadieron 200 yL de etanol absoluto a la muestra, se homogenizo
por un minuto el contenido, el cual se colocé en una columna de extraccion
(QIAGEN) con su correspondiente colector (tubo Eppendorf ® 2 mL). Se
centrifugd la mezcla resultante a 7168 g por 1 minuto, a temperatura de 20° C.
Se desecho el eluato obtenido en el colector. Posteriormente, se adicioné 500
ML de solucién amortiguadora de lavado 1 (AW 1). Se centrifugd la mezcla
resultante a 7168 g por 1 minuto, a temperatura de 20° C. Se desecho el eluato
obtenido en el colector. La columna se colocd en un colector nuevo, se le
anadioé 500 pL de solucion amortiguadora de lavado tipo 2 (AW2). El contenido
se centrifugd a 21952 g por 3 minutos a temperatura de 20° C. Se adicioné 120
ML de tampdn de elucidon (AE). Se incubo por 1 min. Finalmente, se obtuvo el
ADN por centrifugacion de la columna a 7168 g por 1 minuto, a temperatura de
20°C. EI ADN se conservo a -20°C hasta el momento de su utilizacion.

2.9.2 Reaccion en cadena de la polimerasa

Al ADN obtenido se le realizé la PCR para amplificar los genes ccrb, IL-6, IL-10
e INF-y.

2.9.3 Iniciadores

Los iniciadores que se emplearon en la PCR de los genes utilizados en este
estudio se sintetizaron en el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia
(Habana, Cuba) y sus respectivas secuencias se muestran a continuacion.

(Tabla 1)
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Tabla 1. Secuencia de los iniciadores que se utilizaron en la deteccion del
polimorfismo genético del correceptor ccrb y de las citocinas IL-6, IL-10 y INF-y
analizado en este estudio.

Para el caso particular de IL-6 se utilizd la enzima Nila Il para la identificacién de

los fragmentos.

Variantes Secuencias base Localizacioén en el
genoma
CCR5 5'-GCTCTCTCCCAGGAATCATC-3' -174 (promotor)

5-CGAGAGAGGGTCCTTAGTAG-3'

IL-6 IL-6F:5'-AAGGAAGAGTGGTTCTGCTTCT-3' -174 G/C
IL-6R:5-ATCTTTGTTGGAGGGTGAGG-3' (promotor)
IL-10 5-CAGCCCTTCCATTTTACTTTC-3'
IL-10 G: 5'-TACTAAGGCTTCTTTGGGAG-3' -1082 G promotor
IL-10 A: 5-CTACTAAGGCTTCTTTGGGAA-3' -1082 A promotor
INF-y 5'- TCAACAAAGCTGATACTCCA-3'
INF-y A: 5-TTCTTACAACACAAAATCAAATCA-3 +874 A promotor
INF-y T: 5-TTCTTACAACACAAAATCAAATCT-3' +874 T promotor

Se utilizd6 como secuencia diana fragmentos de los genes ccrb segun lo
descrito por Veloso y colaboradores y An P y colaboradores (25, 102).
Fragmentos de los genes [L-6 segun lo descrito por Felipe Bonfim y
colaboradores (26,103). Fragmentos de los genes IL-10 e INF-y segun lo
descrito por Dolores Lopez-Maderuelo y colaboradores (104). (Tablas 1y 2)

Para todas las reacciones, la mezcla (50 uL) contuvo Tris/HCI 10 mmol/L, KCI
50 mmol/L, MgCl, 1,5 mmol/L, desoxirribonucledtidos (dNTP) 200 mmol/L,
iniciadores (tabla 2) 0,5 ymol/L, Tag ADN polimerasa 2 unidades pH 8,3.

(Bioline, Londres, Reino Unido) y 5 uL de ADN molde.
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Tabla 2. Ciclos de amplificacion y talla de los fragmentos para cada alelo que
se utilizaron en la deteccion del polimorfismo genético del correceptor ccrb 'y de

las citocinas IL-6, II-10 e INF-y analizados en este estudio.

Variantes Ciclos de amplificacion Temperatura de Alelos y
Hibridacion fragmentos (pb)

CCR5 94°C por 4 min, 35 ciclos de 1 min a 94 60°C Delecion A32pb
°C,1mina55°Cy 1,5mina 72°C, con 174/142pb

una extension final de 7 mina 72 °C

IL-6 95 °C por 5 min, 35 ciclos de 1 min a 95 59°C C:85,84
°C,1Tmina59°Cy1mina72°C, conuna G:169

extension final de 10 mina 72 °C

IL-10 10 ciclos (95°C por 1 minuto, 95°C por 15 62°C G: 550

segundos, 62°C por 50 segundos y 72°C A: 550

por 40 segundos), seguidos de 20 ciclos
(95°C por 20 segundos, 62°C por 50

segundos y 72°C por 50 segundos

INF-y 10 ciclos (95°C por 1 minuto, 95°C por 15 56°C A: 261

segundos, 56°C por 50 segundos y 72°C T: 261

por 40 segundos), seguidos de 20 ciclos
(95°C por 20 segundos, 56°C por 50

segundos y 72°C por 50 segundos

La reaccion de amplificacion se llevd a cabo en un termociclador 3Primer
Thermal Cycler (DOT Scientific Inc., EE.UU). Se utilizé un control negativo para
cada ensayo en el cual la mezcla de reaccion contuvo agua destilada estéril en

lugar de ADN molde.
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Una vez amplificadas las secuencias de ADN mediante los PCR. Se realizaron
las corridas electroforéticas que posteriormente se describen, para comprobar
los resultados.

2.10 Deteccion de los productos amplificados por la reaccidn en cadena
de la polimerasa

Se tomaron 8 pL de cada uno de los productos de la reaccion de amplificacién
y se mezclaron con 2 yL de tampodn estabilizador de muestra 6X (EDTA 500
mM, Glicerol 10 %, azul de bromofenol (0,01 %). Estos productos se detectaron
en geles de agarosa al 4 % para el gen ccrb y para los genes de IL-6, IL-10 e
INF-y geles de agarosa al 2 % respectivamente, en TBE 0.5 X (Tris 0,089 M,
acido bdrico 0,089 M, EDTA 0,002 M) mediante tincion con bromuro de etidio
(10 mg/mL). La corrida se realiz6 a 100 V durante 30 minutos en camara
electroforética (Mupid® One, BDC, Bélgica), con el empleo del marcador de
masa molar PCR 100 bp (Low Ladder, Sigma, EE.UU.), cuyas bandas se
encuentra entre 100 y 1000 pares de bases (pb). La visualizacion de las
bandas se realizd6 por exposiciéon del gel a la luz ultravioleta en un equipo
transiluminador (Macrovue 2011, LKB, Suecia).

2.10.1 Polimorfismo del gen ccr5 (rs333)

El polimorfismo en el gen ccr5, conocido como ccr5™, es debido a una
delecion de 32 pb por lo que el fragmento del gen resultante amplificado
presenta una longitud de 142 pb.

Se considerd genotipo salvaje y se interpreté como un paciente sin presencia
de mutacion, el PCR que amplificé un fragmento de 174 pb. Se considerd
genotipo mutado el PCR que amplificé un fragmento de 142 pb. Segun los

resultados obtenidos se visualizé homocigético salvaje (una banda de 174pb)
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heterocigéticos (dos bandas presentes 174 pb y 142 pb) y homocigoticos
mutados (solo una banda de 142 pb) (25, 102).

2.10.2 Polimorfismo de longitud de los fragmentos de restricciéon del gen-
174 G/C de IL-6 (rs1800795)

El polimorfismo de longitud en el gen IL-6 se detecta en la posicion nucleotidica
-174G/C del promotor y los fragmentos generados son C: 85,84 pb, G: 169 pb.
Segun los resultados se obtuvieron genotipos homocigoéticos IL-6 -174 GG y
CC y genotipo heterocigético IL-6 -174 GC.

2.10.3 Polimorfismos del gen -1082 A/G de la citocina IL-710 (rs1800896)

El polimorfismo de longitud en el gen IL-10 se detecta en la posicidon
nucleotidica -1082A/G del promotor utilizando ARMS-PCR y los fragmentos
generados son Ay G de 550 pb. Segun los resultados se obtuvieron genotipos
homocigoticos IL-10-1082 GG y AA y genotipo heterocigoético IL-10 -1082 A/G.
2.10.4 Polimorfismos del gen +874 T/A de la citocina INF-y (rs2430561)

El polimorfismo de longitud en el gen INF-y se detecta en la posicidon
nucleotidica +874 T/A del primer intron utilizando ARMS-PCR vy los fragmentos
generados son T y A de 261 pb. Segun los resultados se obtuvieron genotipos

homocigoticos INF-y +874 AA'y TT y genotipo heterocigético INF-y +874 T/A.

2.11 Procedimientos inmunolégicos y virolégicos

2.11.1 Estudios Inmunolégicos: Determinacion de células CD3+, CD4+,
CD8+, NK y marcadores de activacion inmune croénica

Se realiz6 Citometria de flujo para detectar los niveles de células CD3+, CD4+,
CD8+, NK, utilizando el Citdmetro Cyflow Space (de la firma Partec, Alemania),

utilizando los reactivos CD4 easy kit de Partec (Partec, Alemania) CD3FITC,
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CD4FITC y CDSFITC (de LABEX, Cuba) CD38PE, CD16FITC, CD56PE,
CD3PE y CD8PE de (eBioscience, Alemania) respectivamente (105). Esta
técnica se realizd utilizando el procedimiento descrito por Partec (103). El
analisis de datos se hizo utilizando el sofware Flow Max.

Para la determinacion de los marcadores solubles de activacion inmune cronica
Proteina C Reactiva y 3 2 Microglobulina se realizé por turbidimetria segun los
procedimientos estandares del equipo del laboratorio Cobas ¢ 311 (de Roche,
Alemania).

2.11.2 Estudios virologicos: Determinacién de la Carga viral plasmatica de
VIH-1

Para la determinacion de la carga viral se emple6 el método NucliSens HIV-1
QT (de la firma Biomérieux, Francia) que es un ensayo de amplificacion de
acido nucleico para la determinacion cuantitativa del ARN del VIH-1 en plasma
humano, que detecta hasta 10 copias de virus. Los reactivos de deteccion
NucliSens HIV-1 QT que se utilizaron en la deteccion basada en el principio de
electro quimioluminiscencia de amplicones derivados del ARN del VIH-1
generados por procedimientos de amplificacion de secuencias de acidos
nucleicos (NASBA). Se afaden unas sondas especificas denominadas balizas
moleculares u oligobalizas ( "Molecular beacon" en inglés) que funcionan como
oligos para la amplificacion y el método permite cuantificar en tiempo real la
carga de virus presente en la muestra (106). Esta técnica se realizé6 mediante el
procedimiento descrito por la firma BioMérieux (106).

Para la recoleccidon de las enfermedades oportunistas se revisaron las historias

clinicas de los pacientes VIH-1.
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2.12 Analisis estadistico

Para el almacenamiento de la informacion se confeccioné una base de datos
en Microsoft Excel. Para el analisis de la misma se utilizé el sistema SPSS para
Windows (versiéon 22.0, Chicago, IL, EE.UU.) y Epidat (version 9.1). Se
calcularon las frecuencias absolutas y relativas como medida de resumen para
variables cualitativas y se usaron las pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk y
D'Agostino-Pearson para evaluar si los datos cumplian la distribucion normal.
En el caso de variables cualitativas se utilizé la prueba de Chi-cuadrado para
investigar la asociacion entre las mismas y la prueba de Fisher si el numero de
casos era escaso (<5). Mientras que para comparar las variables cuantitativas
(edad y numero de células CD3+, CD4+ CD8+, NK'y CV) se calcularon medias
y desviaciones estandar y se utilizaron pruebas paramétricas.

En la investigacion se calculé el OR o razén de disparidad "Odds Ratio”, por las
siglas en inglés) como medida de asociacion entre las variables analizadas y se
estimaron los intervalos de confianza al 95 %.

Se determiné la asociacion de los genotipos obtenidos para los genes ccrb, IL-
6, IL-10 e INF-y entre los grupos y su combinacion con las variables células
CD4, CV, tiempo de exposicidn y enfermedades oportunistas.

Las distribuciones de las frecuencias alélicas y genotipicas de cada
polimorfismo en los grupos se estimaron por recuento directo y se compararon
mediante la prueba de chi-cuadrado o la prueba exacta de Fisher en los casos
en que se compararon dos o0 mas caracteristicas de dos polimorfismos.

El analisis de las proporciones esperadas y observadas para los genotipos y

los alelos de todos los polimorfismos estudiados fue realizado a través del
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Equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0.05), se evalué mediante la prueba de chi-
cuadrado.

La comparacién entre genotipos frente al alelo silvestre (wt) teniendo en cuenta
los marcadores de progresion del VIH (linfocitos T CD4+ y carga viral) se llevo
a cabo mediante la prueba de Mann-Whitney.

En todos los analisis estadisticos se considerd un nivel de significacion del 5 %

(p < 0,05) utilizando el software Epidat versién 9.1 y SPSS 22.0.
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RESULTADOS



lll. RESULTADOS
3.1 Caracterizacion clinica y socio demografico de los pacientes

estudiados.

El estudio se conform6 con 120 pacientes distribuidos en 2 grupos. Un grupo
de 61 pacientes seropositivos a VIH-1 con tratamiento antirretroviral. El otro
grupo de 59 sujetos expuestos al VIH-1 no infectados. Las caracteristicas
sociodemograficas de los pacientes estudiados se muestran en la tabla 3,
donde se observa que en ambos grupos la edad que predominé fue de 20 a 29
afos, con 28 % y 54 % respectivamente. Predominé el color de la piel blanco
en ambos grupos con 59 %. En cuanto al género en el grupo de pacientes
seropositivos a VIH-1 predominé el sexo masculino con 77 % y en el grupo de
sujetos expuestos al VIH-1 no infectados, el sexo femenino con 80 %, con

resultados estadisticamente significativos (p<0.05).
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Tabla 3. Caracteristicas sociodemograficas de ambos grupos de pacientes

estudiados en el periodo junio de 2018 a diciembre de 2019.

Pacientes

seropositivos VIH-1

Sujetos Expuestos

no infectados

n=61 n=59
Variables Numero % Numero % Valor de p
EDAD
20-29 anfos 17 28 32 54 0,9999
30-39 afos 15 25 15 25
40-49 afios 13 21 7 12
50-59 afos 12 20 4 7
60 afos y mas 4 6 1 2
GENERO
Femenino 14 23 47 80 0,0001
Masculino 47 77 12 20
COLOR DE
LA PIEL
Blanca 36 59 35 59 0,1399
Negra 19 31 23 39
Mestiza 6 10 1 2

Fuente: Encuesta. Historias clinicas

Las figuras 3 y 4 muestran el tiempo de evolucion de la enfermedad en

pacientes VIH+ y el tiempo de exposicion al VIH-1 en los sujetos expuestos no

infectados, observandose que 69 % de los pacientes seropositivos a VIH-1

tenian una evolucion de la enfermedad de mas de dos anos. Por otra parte,

mas de la mitad (73 %) de las personas del estudio que pertenecen al grupo de

sujetos expuestos no infectados, se han expuesto al VIH-1 entre 2 y 10 afios.

Es valido sefialar que un 8 % de los sujetos se han expuesto al VIH-1 por mas

de 10 afos sin contagiarse.

51



Tiempo de evolucion de la enfermedad VIH-1
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Figura 3. Tiempo de evolucion de la enfermedad VIH-1 en el grupo de

pacientes VIH+. junio 2018-diciembre 2019

Tiempo de exposicion al VIH-1
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Figura 4. Tiempo de exposicion al VIH-1 en el grupo de sujetos expuestos no
infectados. junio 2018-diciembre 2019
El 61 % de las personas expuestas al VIH-1 no infectadas estudiadas, refieren

tener relaciones sexuales sin proteccién en todas sus relaciones sexuales y
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solo el 10 % de las personas estudiadas refiere protegerse en todas sus
relaciones sexuales, como se puede observar en la figura 5.

Contactos sexuales sin proteccion

™ SIN PROTECCION
m CON PROTECCION

m MAYORMENTE SIN
PROTECCION

W OCASIONALMENTE SIN
PROTECCION

Figura 5. Distribucion de la frecuencia de contactos segun niveles de riesgo a
la infeccion por el VIH-1 en el grupo de sujetos expuestos no infectados junio
2018-diciembre 2019.

En la Figura 6 se observa que del total de pacientes con infeccion por VIH-1
estudiados, el 51 % poseian una carga viral detectable. De ellos, un 74 % con

valores de carga viral por encima de 1000 cp/pL.

Carga viral en pacientes VIH-1

m NO DETECTABLE

= DETECTABLE

Figura 6. Resultados de la carga viral determinada en los pacientes
seropositivos al VIH-1. junio 2018-diciembre 2019

El analisis de las diferentes variables inmunoldgicas solo se pudo realizar en 55

pacientes del grupo de pacientes seropositivos al VIH-1 y en 50 pacientes del
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grupo de sujetos expuestos no infectados. A continuacion, se muestra en la
tabla 4 la comparacién de medias de células CD3, CD4, CD8 y NK. En el grupo
de pacientes seropositivos al VIH-1 la media de células CD4+ estuvo por
encima de 300 cél/uL, con 312 cél/uL. Se observd una marcada disminucion de
células NK 8 cél/uL y un aumento de células CD8+, con diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) con respecto al grupo de sujetos
expuestos no infectados que estuvo dentro de valores normales.

El indice CD4/CD8 fue de 0.69 en los pacientes VIH y de 1.21 en los sujetos
expuestos no infectados.

Tabla 4. Comparaciéon de medias de linfocitos T y NK en ambos grupos de

estudio en el periodo junio de 2018 a diciembre de 2019.

Variables media IC al 95 % para la Valor de p
. . diferencia de las
Pacientes Sujetos medias
seropositivos  expuestos al
al VIH-1 VIH-1 no
infectados
n= 55
n= 50

Células CD3+ 792 1214 9,65 — 84,96 0,0027
Células CD4+ 312 538 11,90 - 17,08 0,0001
Células CD8+ 455 446 9,71 -18,98 0,0025

Células NK 8 58 1,17 - 6,85 0,0001

Fuente: Encuesta. Historias clinicas

Al analizar los marcadores de activacion inmune crénica en ambos grupos de
estudio se observo, en el grupo de pacientes seropositivos al VIH-1 una mayor

activaciéon de células CD4/CD38 y células CD8/CD38, asi como de los factores
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solubles de activacion inmune cronica B2 Microglobulina y Proteina C Reactiva
respectivamente, con diferencias significativas (p<0,05) como se muestra en la
tabla 5.

Tabla 5. Comparacién de medias de marcadores de activacion inmune crénica

en ambos grupos de estudio en el periodo junio de 2018 a diciembre de 2019.

Variables media IC al95 % parala p<0.05
diferencia de las
Pacientes Sujetos medias

Seropositivos expuestos al

al VIH-1 VIH-1 no
infectados
n=55 n=50
CD4/CD38 33 28 1,33 - 4,27 0,0001
CD8/CD38 47 27 2,90 - 9,04 0,0001
B 2 microglobulina 1,92 0,67 0,05-0,24 0,0001
Proteina C reactiva 3,94 2,96 0,28 -0,34 0,0001

Fuente: Encuesta. Historias clinicas

4.2 Polimorfismos genéticos de los correceptores y los genes de
citocinas en pacientes VIH/sida y en sujetos expuestos no infectados.

El analisis de las proporciones esperadas y observadas para los genotipos y
los alelos de todos los polimorfismos estudiados fue realizado a través del
EHW (p>0.05). El polimorfismo del correceptor ccrb y la citocina IL-6 estaban

en EHW para ambos grupos. El polimorfismo de /L-10 no estaba en EHW para
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los dos grupos. El polimorfismo de INF-y no estaba en EHW en el grupo de
pacientes seropositivos al VIH-1. ( Tabla 6)

Tabla 6. Analisis de las proporciones esperadas y observadas para los
genotipos y los alelos de todos los polimorfismos estudiados.

ccr5®¥. Equilibrio de Hardy-Weinberg para ambos grupos (p>0.05)

Genotipos Observados Esperados
Homocigético de 55 55,1
referencia
Heterocigético 6 5,7
Variante Homocigoética 0 0,1
Var frecuencia alelo 0,05 61

Valor de p 0.6862

Genotipos Observados Esperados
Homocigético de 55 55,1
referencia
Heterocigético 4 3,9
Variante 0 0,1
Homocigoética
Var frecuencia 0,03 59
alelo

Valor de p 0.7875
IL-6. Equilibrio de Hardy-Weinberg para ambos grupos (p>0.05)

Genotipos Observados Esperados

Homocigotico de referencia 40 41,8
Heterocigético 21 17,4
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Variante Homocigética 0 1,8
Var frecuencia alelo 0,17 61

Valor de p 0.1043
Genotipos Observados Esperados
Homocigético de referencia 42 41,5
Heterocigético 15 15,9
Variante Homocigética 2 1,5
Var frecuencia alelo 0,16 59

Valor de p 0.6503

IL-10. No Equilibrio de Hardy-Weinberg para ambos grupos (p<0.05)

Genotipos Observados Esperados
Homocigoético de referencia 9 17,9
Heterocigético 48 30,3
Variante Homocigética 4 12,9

Var frecuencia alelo 0,46 61

Valor de p 0.0000

Genotipos Observados Esperados
Homocigético de referencia 9 16,3
Heterocigético 44 29,4
Variante Homocigética 6 13,3
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Var frecuencia alelo 0,47 59

Valor de p 0.0001

INF-y. No Equilibrio de Hardy-Weinberg (p<0.05) para el grupo VIH+

Genotipos Observados Esperados
Homocigético de referencia 14 19,0
Heterocigético 40 30,1
Variante Homocigoético 7 12,0

Var frecuencia alelo 0,44 61

Valor de p 0.0101

INF-y. Equilibrio de Hardy-Weinberg (p<0.05) para el grupo expuestos no
infectados

Genotipos Observados Esperados
Homocigético de referencia 11 14,8
Heterocigético 37 29,5
Variante Homocigético 11 14,8

Var frecuencia alelo 0,50 59

Valor de p 0.050

En la tabla 7 se muestra la distribucion de los polimorfismos genéticos
analizados en ambos grupos. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) de los diferentes polimorfismos estudiados entre los
grupos. No obstante, debemos sefialar que el polimorfismo genético del
correceptor ccrb que predomin6 en ambos grupos fue el homocigético salvaje
(wt/wt) con 90 % y 93 % respectivamente, seguido del heterocigotico (wt/A32)
con 10 % y 7 % respectivamente. No se encontré polimorfismo homocigético

(A32/A32) en la muestra estudiada. En cuanto al polimorfismo genético de /IL-6
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que predominé en ambos grupos fue el homocigoético G/G con 66 % y 71 %
respectivamente. Solo se encontré polimorfismo homocigotico C/C en 2
pacientes del grupo de sujetos expuestos al VIH-1 no infectados (3 %). Por otra
parte, el polimorfismo genético de IL-10 que predomind en ambos grupos fue el
heterocigético G/A con 79 % y 75 % respectivamente, seguido del
homocigotico A/A con 15 % en ambos grupos. En cuanto al polimorfismo
genético de INF-y que predominé en ambos grupos fue el heterocigético T/A
con 66 % y 62 % respectivamente, seguido del homocigético A/A con 23 % y

19 % respectivamente como se describe en la tabla 7.
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Tabla 7. Distribucién de los polimorfismos genético del correceptor ccrb y de

las citocinas IL-6(-174) G/C, IL-10 (-1082 G/A) e INF-y(+874) T/A en los

pacientes estudiados en el periodo junio de 2018 a diciembre de 2019.

Polimorfismos
Genotipos

cers wt/wt

cers wt/A 32

wt

A32
Genotipo IL-6 G/G

Genotipo G/C
Genotipo C/C
G

C
Genotipo IL-10 A/A

Genotipo G/A
Genotipo G/G
A

G
Genotipo INF-y
A/IA
Genotipo T/A
Genotipo T/T
A

T

Pacientes Sujetos p OR
seropositivos expuestos 95 % ClI
al VIH-1 al VIH-1 no
infectados
n= 61 n=59
55 (90 %) 55 (93 %) 0,7434 0,6667
0,1782-2,494
6 (10 %) 4 (7 %)
116 114 0,7490 0,6784
(0,1864-2,468)
6 4
40 (66 %) 42 (71 %) 0,2213 1,4700
(0,6661- 3,2440)
21 (34 %) 15 (26 %)
0 (0 %) 2 (3 %)
101 99 0,6012 0,8259
(0,4113-1,658)
21 17
9 (6 %) 9 (10 %) 0,7631 1,5000
(0,3131- 7,1856)
48 (79 %) 44 (75 %)
4 (15 %) 6 (15 %)
66 62 0,8971 1,065
(0,6409-1,768)
56 56
14 (11 %) 11 (19 %) 0,5136 2,0000
(0,5825- 6,8667)
40 (66 %) 37 (62 %)
7 (23 %) 11 (19 %)
68 59 0,4379 1,259
(0,75786-2,093)
54 59

Fuente: Encuesta. Historias clinicas
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Las figuras 7, 8, 9 y 10 muestran las electroforesis representativas de la

amplificacion de los genes ccrb, IL-6, IL-10 e INF-y.

M CN P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10

174pb
142pb
Figura 7. Electroforesis representativa de la amplificacion del gen ccrb.
Gel de agarosa 2 % tefiido con Bromuro de Etidio.
Carriles: PM, Marcador de masa molar 100 pb; CN, control negativo
P1-P4, P6, P8-P10 muestras de homocigdticos wi/wt;
P5 y P7 muestras de heterocigotos wt/A32.
M CN P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11
169 pb
85 pb
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Figura 8. Electroforesis representativa de la amplificacion del gen /L-6.
Gel de agarosa 4 % tefiido con Bromuro de Etidio.
Carriles: M, Marcador de masa molar 100 pb;

P1, P4, P5y 11 la presencia de 2 bandas esto indica variantes heterocigoticas
G/C, en el resto se observa la presencia de 1 banda esto indica variantes
homocigoticas GG.

Figura 9. Electroforesis representativa de la amplificacion del gen /IL-710. Gel de
agarosa 2 % tefido con Bromuro de Etidio.

M, Marcador de masa molar 100 pb

El polimorfismo de los dos alelos se muestra para los diferentes pacientes

utilizando el Sistema de Mutacion Refractario a la Amplificacion por PCR
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Figura 10. Electroforesis representativa de la amplificacion del gen INF-y.

Gel de agarosa 2 % tefiido con Bromuro de Etidio.

M, Marcador de masa molar 100 pb

El polimorfismo de los dos alelos se muestra para los diferentes pacientes

utilizando el Sistema de Mutacion Refractario a la Amplificacién por PCR.

4.3 Relacion de los polimorfismos genéticos con marcadores
inmunolégicos y virolégicos de progresion en pacientes VIH/sida y
tiempo de exposicion al VIH en sujetos expuestos no infectados.

Se analizé la asociacion de los polimorfismos genéticos estudiados con los
biomarcadores de progresion de la enfermedad mas frecuentes, esto es, los
niveles de células CD4+ y carga viral. Se comprobd que los valores de células
CD4+ no diferian significativamente (p<0,05) entre los genotipos estudiados

como se observa en la tabla 8.
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Tabla 8. Distribucion de los polimorfismos genéticos de ccrb, IL-6, IL-10 e INF-y
y los niveles de células CD4 en el grupo de pacientes seropositivos al VIH-1.

IPK, junio 2018-diciembre 2019.

Niveles de células CD4
Pacientes seropositivos al VIH-1

Genotipos n= 55 Valc;)r o
201-350
< 200cel/uL cellpL >350 cel/pL
cor VWt 7 (13 %) 23 (41 %) 19 (35 %)
S0P wins2 %) 12 %) 47 %) 0,9721
Genog%o IL-6 7 (13 %) 15 (27 %) 12 (22 %)
Genotipo IL-6 0 ) 0 ad
oA 1(2 %) 9 (16 %) 11 (20 %)
Genotzo;\) IL-10 0 (0 %) 4 (7 %) 5(9 %)
Genotgo: IL-10 6 (11 %) 19 (35 %) 17 (31 %) 0,2147
Genotgg IL-10 2 (4 %) 1(2 %) 1(2 %)
Genotxz INF-y 12 %) 6 (11 %) 6 (11 %)
Genot:!\o? INF-y 7 (12 %) 13 (24 %) 15 (27 %) 0,8233
Genotl_’e_’c? INF-y 0 (0 %) 5 (9 %) 2 (4 %)

Fuente: Encuesta. Historias clinicas

En cuanto al analisis de los polimorfismos genéticos estudiados con los niveles
de carga viral, se encontré cierta asociacion entre el polimorfismo GG de /IL-6
con valores de carga viral elevados superiores a 5000 cp/uL como se muestra

en la tabla 9.
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Tabla 9. Distribucion de los polimorfismos genéticos de ccrb, IL-6, IL-10 e INF-y
y los niveles de carga viral en el grupo de pacientes seropositivos al VIH-1. IPK,

junio 2018-diciembre 2019.

Genotipos Carga Viral
Pacientes seropositivos al VIH-1
n= 61
Detectable No detectable Valor de p
cer5 "t 27 (44 %) 28 (46 %) 0,3516
ccrs V432 4 (7 %) 2 (3 %)
Genotipo IL-6 28 (46 %) 12 (20 %) 0,0001
GG
Genotipo IL-6 3 (5 %) 18 (29 %)
GC
Genotipo IL-6 0 (0 %) 0 (0 %)
cC
Genotipo IL-10 5 (8 %) 3 (5 %) 0,9755
AA
Genotipo IL-10 27 (44 %) 22 (36 %)
GA
Genotipo IL-10 0 (0 %) 4 (7 %)
GG
Genotipo INF-y 5 (8 %) 9 (14 %) 0,9361
AA
Genotipo INF-y 22 (36 %) 18 (30 %)
AT
Genotipo INF-y 4 (7 %) 3 (5 %)
TT

Fuente: Encuesta. Historias clinicas

También se analizé la asociacion de los polimorfismos genéticos estudiados
con el tiempo de exposicion al VIH en sujetos expuestos no infectados. Se
encontrd asociacion del polimorfismo homocigético GG de IL-6 con el tiempo

de exposicion al VIH entre dos y diez afos, como se observa en la tabla 10.
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Tabla 10. Distribucion de los polimorfismos genéticos de ccr5, IL-6, IL-10 e INF-
y y el tiempo de exposicion al VIH-1 en el grupo de sujetos expuestos, no

infectados. IPK, junio 2018-diciembre 2019.

Genotipos Tiempo de exposicion al VIH-1 Valor de p

< 2 anos 2-10 anhos >10 anos

cer5 "t 13(22%) 38(64%) 4(7%)  0,3353

ccrs W32 0 (0 %) 3 (5 %) 1(2 %)

Genotipo IL-6 GG 10(17%) 30(51%) 1(2%) 0,0001
Genotipo IL-6 GC 3 (5 %) 11(19%) 23 %)

Genotipo IL-6 CC 0 (0 %) 0 (0 %) 2 (3 %)

Genotipo IL-T0 AA 2 (3 %) 9(15%) 2(3%) 0,8278
Genotipo IL-1T0GA 6 (11%) 32 (54%) 3 (5 %)

Genotipo IL-10 GG 1 (2 %) 3 (5 %) 1(2 %)

Genotipo INF-y AA 5 (8 %) 6(10%) 2(3%) 0,3388

Genotipo INF-y AT 5 (8 %) 28 (47 %) 8 (14 %)

Genotipo INF-y TT 1(2 %) 3 (6 %) 1(2 %)

Fuente: Encuesta. Historias clinicas

4.4 Relacion de los polimorfismos genéticos con las enfermedades
oportunistas en pacientes VIH/sida.

De los pacientes VIH-1 estudiados solo presentaron enfermedades
oportunistas 18 % y de ellas predominaron la neumonia PcP, Herpes zoster
con 25 % cada una y la candidiasis 18 % como se observa en las figuras 11y

12 respectivamente.
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Enfermedades Oportunistas en pacientes VIH-1+

= S|
= NO

Figura 11. Enfermedades Oportunistasen pacientes VIH-1. IPK. junio 2018-

diciembre 2019

Tipos de Enfemedades Oportunistas

m NeumoniaPcP

m Linfoma NK

m sarcoma de Kaposi
m Herpes Zoster

m Candidiasis

m Herpes simple

m Histoplasmosis

Figura 12. Tipos deEnfermedades Oportunistasen pacientes VIH-1. IPK. Junio
2018-diciembre 2019

El 100 % de los pacientes con genotipo ccrbd wiwt

y genotipo heterocigético GC
de IL-6 presentaron enfermedades oportunistas. El 82 % de los pacientes con
genotipo heterocigotico GA de IL-10 presentaron enfermedades oportunistas.
El 64 % de los pacientes con genotipo heterocigético AT de INF-y, seguido del

36 % con genotipo AA presentaron enfermedades oportunistas, como se

aprecia en la figura 13.
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La combinacién de SNP ccr5 "™ IL-6 GC, IL-10 GA e INF-y AT fue la que se
asocio con la presencia de mas enfermedades oportunistas. El 66 % de los
pacientes con ese genotipo presentaron enfermedades oportunistas. (figura

13).

Enfermedades Oportunistas y Polimorfismos genéticos
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Figura 13. Enfermedades oportunistas y polimorfismos genéticos en pacientes

VIH-1+. IPK.junio2018-diciembre 2019

68



DISCUSION



IV. DISCUSION

4.1 Caracterizacion clinica y demografica de los pacientes estudiados.

La pandemia de sida ha cobrado mas de 30 millones de vidas durante las
ultimas cuatro décadas. La infeccién por VIH continda siendo un problema de
salud global, con alrededor de 40 millones de personas seropositivas al virus.
La terapia antirretroviral ha transformado la enfermedad en una condicion
cronica que permite vivir mucho tiempo con calidad de vida, pero todavia hoy
no hay ninguna vacuna eficaz ni cura para la enfermedad (8).

Se estudiaron un total de 120 personas distribuidas en dos grupos, un grupo
conformado por pacientes VIH-1 positivo con tratamiento antirretroviral y el otro
grupo conformado por sujetos expuestos al VIH-1 no infectados, analizaremos
las caracteristicas demograficas de ambos grupos.

En esta investigacion, para ambos grupos, la edad de la mayoria de los sujetos
oscilaba entre 20 y 29 anos, al igual que los datos publicados por Cobas y
colaboradores en 2022 para pacientes con VIH en la ciudad de La Habana
(107). Montana en Colombia en 2021 y la investigacion realizada en el Caribe
en poblaciones claves (hombres que tienen sexo con hombres, mujeres
trabajadoras del sexo y personas trans géneros) (108, 109). En cambio, no
coincide con los estudios de Hernandez y colaboradores realizado en 2015 y
Gil en 2019 donde predominaron las edades entre 35 y 49 afios, con una media
de 49 anos en los pacientes cubanos VIH (110, 111). Esto es un reflejo de los
diferentes disefios que se utilizan para estudiar la enfermedad, en cuanto a la
seleccion de la poblacion que se analiza.

Con respecto al color de la piel, predominaron los pacientes de piel blanca en

ambos grupos. Este es el comportamiento de la epidemia en Cuba como
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reflejan varias investigaciones. Hernandez y colaboradores en 2015 reportan
un 78 % de los pacientes con piel blanca (110). Oropesa plantea que desde el
comienzo de la epidemia en el pais ha existido un predominio de la enfermedad
en los pacientes de color de la piel blanca (112). Los resultados de la presente
investigacion difieren de lo reportado en un investigacién a nivel mundial que
plantea que el 50 % de los pacientes diagnosticados con VIH fueron
afroamericanos y 30 % eran caucasicos (4).

En el grupo de pacientes con VIH predominaba el sexo masculino, como se ha
notificado en Cuba desde el inicio de la pandemia (76). El 80 % de los
seropositivos detectados desde el inicio de la epidemia hasta el 2023 han sido
hombres, de un total de 41 180 seropositivos (76). En el grupo de sujetos
expuestos al VIH-1 no infectados la mayoria de los pacientes eran mujeres. Por
definicion, una pareja VIH serodiscordante es cuando un miembro es una
persona VIH-positivo y la otra es VIH-negativo (8). Las cohortes de parejas
serodiscordantes pueden ser los grupos mas pertinentes para identificar los
correlatos de proteccion que afectan la transmision sexual teniendo en cuenta
que mas del 90 % de todas las nuevas infecciones de VIH a nivel mundial se
transmiten sexualmente y pocos estudios han evaluado si la concentracion
genital de VIH-1 se correlaciona con el riesgo de transmision (113).

En esta investigacion el tiempo de Evolucion y Exposicién de los pacientes al
VIH-1 fue entre 2 y 10 afios en ambos grupos y lo mas importante, en el grupo
de sujetos expuestos al VIH-1 no infectados la mayoria refiere tener relaciones
sexuales sin proteccion en todas sus relaciones sexuales. Esta demostrado
que la adherencia al uso del condon es baja en las parejas serodiscordantes

(114, 113).
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La mayoria de los pacientes con infeccion por VIH-1 poseian carga viral
detectable, de ellos un 74 % con valores por encima de 1000 cp/uL. La carga
viral fue medida al momento del estudio, es probable que por las caracteristicas
de la evolucion de la enfermedad estos pacientes hayan tenido rebotes de
carga viral en el curso de su enfermedad, como esta descrito en la evolucion de
la enfermedad por VIH (115, 116). Se plantean que el umbral de carga viral
necesario para transmitir el virus puede estar entre 1000 y 1500 cp/uL (117,
115,119). Las cargas virales menores de 200 cp/pL no tienen riesgo de
trasmision sexual de VIH (116, 118, 119).

En varios estudios observacionales que involucran parejas heterosexuales
existe evidencia de una fuerte asociacion entre la carga viral de VIH-1 de una
pareja VIH-positivo y el riesgo de transmision a una pareja VIH-negativo (118,
120-122).

Teniendo en cuenta estos resultados los sujetos seronegativos tenian amplias
posibilidades de infectarse pues se han expuesto por largo tiempo, mas de dos
afios y por pacientes que tenian infeccion crénica bien establecida; por lo que
se considera pertinente poder hacer asociaciones entre los polimorfismos
estudiados y la susceptibilidad a la infeccion.

El numero de células CD4+ ha sido una herramienta esencial evaluando el
estado inmune y el prondstico de las personas viviendo con VIH (123).

En este estudio encontramos que los sujetos del grupo expuestos al VIH-1 no
infectados presentaron niveles normales de las subpoblaciones celulares CD4+
y CD8+, asi como de células NK, mientras que el grupo de pacientes con
infeccion por VIH-1 presenté una media de células CD4+ por encima de 300

cel/uL con una marcada disminucién de células NK.
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Los linfocitos T CD4+ son una de las principales dianas celulares para la
infeccion por el VIH; esta infeccion conlleva a un agotamiento de esta
subpoblacién celular, ya sea por un incremento en la destruccion (por
mecanismos directos o indirectos), por una disminucion en la produccion o por
redistribucidon (54). La disminucién de las células NK es notable en la infeccidn
cronica (124, 125).

Esta documentado que los niveles de células CD4 varian con la edad, el sexo,
los modelos dietéticos, el origen étnico, genético y los factores
medioambientales (126). Es importante el conocimiento del rango de referencia
del subconjunto de células T de individuos saludables de cada region en
particular. Pues nos permite validar la utilidad del conteo de células CD4 para
evaluar la inmunodepresion de los pacientes VIH, teniendo en cuenta los
rangos de referencia de los individuos sanos de esa region particular (127).

La activacion cronica del sistema inmune es una caracteristica patognomaonica
de la infeccion por VIH, siendo uno de los predictores mas fuertes de
progresion de la enfermedad (34, 61, 128, 129). Esta activacién es reconocida
como una importante causa del agotamiento de los linfocitos T CD4 + durante
la infeccion por VIH-1 (54). Es por esta razén que en el presente estudio se
determind la frecuencia de células CD4+ y células CD8+ que expresan el
marcador de activacion CD38 en ambos grupos de pacientes, asi como los
niveles plasmaticos de 2 Microglobulina y Proteina C Reactiva.

Se observé una mayor activacion inmune crénica en el grupo de pacientes con
infeccion por VIH-1 con respecto al grupo de sujetos expuestos al VIH-1 no
infectados, con diferencias estadisticamente significativas. Estos resultados

coinciden con un estudio realizado en 2021 donde observaron que los niveles
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de expresion de CD38 en linfocitos T CD4+ de personas VIH negativas fueron
inferiores que en individuos VIH+, y que la expresién de estos marcadores se
incrementaba en estadios mas avanzados de la enfermedad (130) (59, 129).

En cuanto a los marcadores solubles de activacion inmune crénica estudiados,
B2 Microglobulina y Proteina C Reactiva, estos resultados coinciden con lo
descrito por Shinha y colaboradores que reportan valores mas elevados de 32
Microglobulina en pacientes VIH con tratamiento antirretroviral que en los
sujetos seronegativos (65). El estudio de cohorte en pacientes VIH africanos
encontré que los niveles de Proteina C Reactiva, estaban muy elevados
después del tratamiento antirretroviral cuando se comparé con un grupo de
sujetos seronegativos resultados similares a los de esta investigacion (129).

En resumen, hemos estudiado una cohorte de pacientes VIH-1 con tratamiento
antirretroviral y expuestos no infectados que son los grupos mas pertinentes
para estudiar la susceptibilidad a la infeccion y la progresién de la enfermedad.
El grupo de pacientes VIH-1 presentd carga viral detectable por encima de
1000 cp/PL y activacion inmune cronica, caracteristicas de la evolucion de la
enfermedad. Estos datos los relacionaremos con los polimorfismos genéticos
que describiremos.

4.2 |dentificacion de los polimorfismos genéticos de los correceptores y
los genes de citocinas en pacientes VIH/sida y en sujetos expuestos no
infectados.

Los factores genéticos que contribuyen a la predisposicion o a la progresién del
VIH/sida probablemente implican una interaccion entre mdultiples alelos de
genes localizados en diferentes cromosomas (69) (101). En consecuencia, en

lugar de limitarnos a realizar un estudio de asociacién de polimorfismos para un
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solo gen, optamos por investigar la importancia funcional de la relacion entre
cuatro SNP localizados en los genes ccrb, IL-6, IFN-y e IL-10 y la progresion de
la enfermedad.

La frecuencia del polimorfismo ccr5®¥ es bastante variable. En general, la
frecuencia del alelo A32 es alta en las poblaciones europeas ( p.ej., el 16 % en
Noruega y el 11 % en Alemania) y baja o inexistente en las poblaciones
africanas y asiaticas (131, 2). Sin embargo, aunque el alelo A32 es mas
frecuente en las poblaciones europeas, existen excepciones debidas a
acontecimientos migratorios. Por ejemplo, la frecuencia del alelo A32 es alta en
Sudafrica (13 %) y en Chile (12 %) (131). En Brasil, la frecuencia del alelo en la
poblacién general se situa en torno al 4-5 %, mientras que en Cuba ronda el 7-
8 % (131, 132). Encontramos que la frecuencia del alelo A32 en el grupo de
pacientes no infectados pero expuestos al VIH-1 era de alrededor del 7 %, y en
el grupo de VIH, de alrededor del 10 %, sin diferencias estadisticamente
significativas. Estos resultados no coinciden con lo encontrado en un estudio de
cohorte donde se reporta una frecuencia mayor de heterocigoticos 38 % en
Caucasicos, 32 % en Afro Americanos y 39 % en poblacion Hispana (90).

Los resultados obtenidos en este estudio con respecto a la ausencia de
homocigoéticos y la baja presencia de heterocigéticos del polimorfismo ccr5??
concuerda con lo reportado en otros estudios en los que se ha observado que
la frecuencia heterocigotica de este alelo es de 6,9 % en poblacion general (85,
133-135). Ademas, puede sugerir que otros factores genéticos podrian estar
participando en la proteccidén contra la infeccion por el VIH-1. Se puede inferir
que debido a la baja incidencia de la infeccién por VIH en la poblacion cubana

aun no se han desarrollado mutaciones protectoras. La participacion del alelo
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en forma homocigoética en el proceso de infeccion con el VIH-1 y en la
progresion clinica cuando se presenta en forma heterocigotica, hace necesario
disefar estudios de cohorte que nos permitan valorar su utilidad como
marcador prondstico de progresion en la poblacion cubana.

Los polimorfismos de simple nucleétidos del promotor del gen IL-6 pueden
producir variaciones individuales en la expresion, concentracion y actividad
funcional de esta citoquina y tener un papel critico en la inmunopatogenia de
diversas enfermedades inflamatorias crénicas (136). Uno de los objetivos del
presente estudio fue evaluar el polimorfismo del promotor del gen de la /L-6-
174 G>C donde se observd un predominio en ambos grupos del genotipo GG,
sin diferencias significativas y no se encontro el genotipo CC en los pacientes
VIH estudiados. Los estudios genéticos de poblacion han mostrado diferencias
étnicas en la frecuencia de los alelos G y C (136-138). Varias investigaciones
identificaron las frecuencias del alelo G mas altas en poblaciones no
caucasicas que en las poblaciones caucasicas (137, 139, 140). Mientras que el
alelo C de IL-6 es mas raro en la poblacion Afro-Caribefia (5,0 %) que en la
poblacién blanca norteamericana (40,3 %) (136). Esta investigacion coincide
con lo reportado para las poblaciones afrocaribenas, pues el alelo C se
encuentra en una frecuencia muy baja en el grupo de sujetos expuestos no
infectados y no se encontro en el grupo de pacientes VIH.

Estos resultados diversos a través de los diferentes estudios se deben a que en
las enfermedades infeccionas influyen muchos otros factores como el género,
los patogenos, el ambiente.

El polimorfismo del gen de IL-6 en la regidn del promotor tiene otros SNPs

como -597G/A, -572G/C, -373AnTn. Estos sitios del polimorfismo no regulan la
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funcién del gen independientemente. Por lo que la influencia del desequilibrio
de ligamiento debe ser considerado en futuras investigaciones (138, 141, 142,
136).

El polimorfismo SNP del gen de la IL-10 en la posicion 1082 de la regién
proximal del promotor (rs1800896) esta asociado con diferentes niveles de
produccion de IL-10 a través de los 3 genotipos (-1082 G/G, -1082 G/A, -1082
A/A) (138).

En este estudio, el genotipo de IL-10 SNP-1082 GA aparecia con la mayor
frecuencia, seguido de -1082 AA y GG; lo cual coincide con varios estudios
realizados en Asia que también observaron un predominio de estos
polimorfismos (143, 144).

Naicker y colaboradores (145) informaron que no se observaban diferencias
significativas en la distribucion de los genotipos de IL-10 en la posicién -1082
entre los grupos VIH-negativo y VIH-positivo, como ocurre en el presente
estudio.

Los resultados de este trabajo que muestran que en ambos grupos de estudio
el polimorfismo de /L-10 no esta en equilibrio de Hardy-Weinberg nos permiten
inferir que este polimorfismo pudiera tener un papel en la patogénesis de las
enfermedades infecciosas. Por lo que seria interesante continuar el analisis en
el tiempo de este polimorfismo en la poblacion cubana, en relacion con la
infeccion por VIH y otras enfermedades infecciosas en pacientes VIH y no VIH.
La frecuencia del genotipo de INF-y+874 A>T varia ampliamente entre las
diferentes etnias (98, 146). El genotipo TT esta asociado con incremento en la
produccion de INF-y en contraste, con los genotipos AA y TA que se han

relacionados con baja produccion de IFN-y (97).
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El polimorfismo genético de la citocina IFN-y que predomin6é en ambos grupos
fue el heterocigdtico T/A, seguido del homocigdtico A/A sin diferencias
significativas. Selma y colaboradores (146) encontraron resultados similares a
este estudio en los pacientes VIH estudiados. En algunos estudios se ha
indicado un riesgo significativamente mayor de infeccidn y de progresién a sida
del polimorfismo homocigoto IFN-y-874A/T en pacientes infectados por el virus
VIH-1, similar a los resultados obtenidos en este estudio (26, 69).

Un predominio diferente a esta investigacion encontré Oliveira y colaboradores
en su estudio, donde el genotipo TT y el alelo T fueron los que prevalecieron
(99).

Todo el analisis anterior nos permite sugerir la necesidad de ampliar el estudio
en grupos de riesgo y poblacién general para dilucidar que polimorfismo
predomina en la poblacion cubana y como influye en la patogenia de la
enfermedad.

Hemos encontrado que los polimorfismos de los genes ccrb e IL-6 estaban en
equilibrio de Hardy-Weinberg, lo que no fue el caso de la IL-10 y el IFN-y. Este
resultado podria sugerir la seleccion del alelo IL-10 en la poblacién o ser indi-
cativo de que el polimorfismo puede estar asociado con la enfermedad (87).

En el estudio de expresion génica de mapas de haplotipos (HapMap) se
demostré que los genes con la mayor variabilidad de expresion dentro de la
poblacién estan significativamente enriquecidos para la senalizacion de
quimiocinas asociadas a la infeccion por VIH-1 (147). Esta informacion es muy
importante para futuros estudios en los que estén implicados los genes de las

citocinas y la infeccién por VIH.
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Los mecanismos de alteracion de la expresion génica asociados a los
polimorfismos siguen siendo poco conocidos. Existen pruebas de que los
cambios de secuencia en las regiones no codificantes de los genes de las
citocinas pueden influir en la produccion de los productos correspondientes,
debido a su vinculacién con otro marcador que afecta directamente a la
expresion génica (31).Cuando el objetivo de un estudio es identificar si varios
polimorfismos o variantes de genes estan relacionados o no con una
enfermedad, debe determinarse si los genes estan en desequilibrio de
ligamiento (DL) (148). Este analisis es fundamental para la investigacion sobre
la arquitectura genética de rasgos complejos en las enfermedades humanas,
asi como de la estructura de la poblacion y la dinamica evolutiva. Sin embargo,
hasta ahora, los estudios se centraban principalmente en el estado de DL entre
variantes genéticas localizadas en el mismo cromosoma (148). En este estudio,
los cuatro genes evaluados estaban localizados en cromosomas diferentes por
ejemplo ccr5 (3p21.31), IL-6 (7p15.3), IFN-y (12q.15) e IL-10 (1932.1), por lo
que segregan de forma independiente.

El sida es consecuencia de la interaccion entre los antecedentes genéticos del
individuo y los factores ambientales a los que se enfrenta, donde la interaccion

entre genes puede desempefiar un papel significativo (69).

4.3 Relacion de los polimorfismos genéticos con marcadores
inmunolégicos y virolégicos de progresion en pacientes VIH/sida y con el
tiempo de exposicion en sujetos expuestos no infectados.

Se analizé la asociacion de los SNP evaluados con los biomarcadores de

progresion de la enfermedad mas frecuentes, esto es, los niveles de células
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CD4+ y la carga viral. Se comprobé que los valores de células CD4+ no
diferian significativamente entre los genotipos estudiados, coincidiendo con lo
que se habia publicado en 2015 por Freitas y colaboradores (26). Aunque esto
difiere de lo encontrado por Al-Jabri y Hasson (18) en un estudio de variantes
nucleotidicas y haplotipos de ccrb en el que se demostré que el haplotipo
frecuente HHC se asociaba significativamente con una media mas elevada de
recuentos de linfocitos T CD4+ entre los pacientes omanies infectados por VIH-
1 (p=0,024). En 2017, Joshi y colaboradores demostraron que los
polimorfismos del gen ccrb se correlacioné con la pérdida de linfocitos T CD4+,
lo que probablemente regula la apoptosis de estos linfocitos en los pacientes
con VIH (44).

Dos estudios previos no encontraron asociaciones con los diferentes SNP de
IL-10 con los niveles de células CD4+, al igual que ocurria en esta
investigacion (143, 149).

En este estudio se ha encontrado cierta asociacidon entre el polimorfismo GG de
IL-6 con valores de carga viral elevados superiores a 5000 cp/uL.
Anteriormente, Borges y colaboradores (150) habian demostrado que la
replicacion del VIH se asociaba a un aumento significativo de los niveles de IL-
6. Aparentemente se producia un efecto dosis-respuesta con diferencias cada
vez mayores en la secrecion de IL-6 y niveles plasmaticos de ARN del VIH mas
elevados. En otro estudio, Sherman y colaboradores (66) encontraron 40
variantes asociadas con los niveles de IL-6 en el grupo transétnico. Estos
autores identificaron que el aumento del nivel de IL-6 podria ser el resultado de
un aumento en los niveles de su receptor soluble (sIL-6R), ya que la unién de la

IL-6 al sIL-6R protegeria a la interleucina de su degradacion. Cuando la IL-6 se
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une al slL-6R, se desencadenara la via de transsefalizacion, que es la
responsable de la accion proinflamatoria de la IL-6 (66).

Estos hallazgos apoyan la idea de que la genética del huésped contribuye a la
inflamacion cronica en individuos con VIH. Ademas, la variabilidad de la carga
viral esta influenciada por factores ambientales, virales y del huésped, incluida
la variacion genética humana (69).

Se analizé también la asociacion de los polimorfismos SNP con el tiempo de
exposicion al VIH en el grupo de sujetos expuestos al VIH, no infectados. Se
comprobd que los valores no diferian significativamente entre los genotipos de
cccrb, IL-10 e INF-y. A diferencia de otros informes en este estudio no se logré

relacionar la delecion homocigdtica del alelo ccr5%

como un factor de
proteccion contra la infeccion en el grupo de expuestos no infectados (151-
153). Esto puede sugerir por un lado que debido a la baja prevalencia de la

infeccion por VIH en Cuba la delecién homocigdtica del alelo ccr52%

aun no se
ha seleccionado en la poblacion. Por otro lado, que la n de pacientes del
estudio no permita tener la potencia estadistica necesaria para establecer, sin
lugar a dudas, su papel protector o no en la cohorte estudiada y también que
otros factores genéticos podrian estar participando en la proteccién contra la
infeccidn por el VIH-1. Por lo que se deben realizar mas estudios aumentando
el tamafo muestral.

En cuanto al polimorfismo GG de IL-6 hubo diferencias significativas para los
sujetos con este polimorfismo que estuvieron expuestos al VIH entre 2 y 10

afios. No se reporta en la literatura revisada (136, 137, 139, 140, 142, 154)

asociacion del polimorfismo de /L-6 con el tiempo de exposicidon al VIH en
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individuos seronegativos. Se reporta un predominio del alelo G en las
poblaciones no caucasicas(137, 139, 140).

Teniendo en cuenta que IL-6 es una citocina pleiotropica con propiedades pro y
antiinflamatorias y sus roles diversos en la respuesta inflamatoria aguda y
cronica se pudiera sugerir que en estos sujetos que estan expuestos al VIH se
produzca un rapido aumento de la produccion de IL-6 que desencadena una
respuesta inflamatoria aguda a través de la sefalizacion clasica de IL-6 que
media la activacion de vias antiinflamatorias. En contraste, la transsefializacion
a través de la union de la IL-6 al sIL-6R lleva a la activacion cronica del sistema
inmunoldgico por el reclutamiento de monocitos al area inflamada. La
transsefializacidon en las células T lleva a la inhibicién de la apoptosis, inhibicion
de la diferenciacion de Treg, y diferenciacion de células de TH17 (155, 156).
Dado estos resultados se sugiere continuar la evolucién en el tiempo de este
grupo y ampliar el estudio para definir si este polimorfismo esta implicado en la

proteccion a la infeccion.

4.4 Relacion de los polimorfismos genéticos con las enfermedades
oportunistas en pacientes VIH/sida.

Mas de la mitad de los pacientes del grupo seropositivos a VIH-1 no
presentaron enfermedades oportunistas al momento del estudio. El uso de la
terapia antirretroviral resulta efectivo en la reduccion de la carga viral con una
mejoria cuantitativa y cualitativa de los linfocitos T CD4+ seguida por una fuerte
disminucién de las infecciones oportunistas que incluyen aquéllas de causa

infecciosa (75). Estos éxitos han sido principalmente atribuidos a la
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reconstitucion de la inmunidad celular que juega el papel mas importante en el
control de las enfermedades oportunistas (48). No obstante, se encontré un

18 % de pacientes con enfermedades oportunistas, destacandose la neumonia
por P. jirovecii, Herpes Zoster y Candidiasis. Shibata y colaboradores en 2019,
identificaron la PcP en alta prevalencia en las muestras analizadas (49). Los
hallazgos aqui descritos coinciden con los identificados por otros autores
cubanos que estudian P. jirovecii (157).

En otras investigaciones en Cuba, Hernandez y colaboradores reportan la
neurotoxoplasmosis como enfermedad oportunista mas frecuente con 21,8 %
(110). Oropesa y col. reportan que el desgaste por sida en 25 % de los casos,
seguido de la candidiasis esofagica (15,9 %) y la neurotoxoplasmosis con

8,3 % (112).

En la epidemia de sida los factores genéticos del hospedero no solo modulan la
dinamica de VIH, sino también modulan la susceptibilidad a infecciones
oportunistas (48).

A pesar de que en esta investigacion no predominaron las enfermedades
oportunistas, este estudio es el primero en Cuba que relaciona los
polimorfismos genéticos con las enfermedades oportunistas. Esta investigacion
mostré una combinacion de SNP ccr5™, IL-6 GC, IL-10 GA, INF-y TA asociados
a una mayor presencia de enfermedades oportunistas en los pacientes VIH.
Proporcionando las primeras evidencias de asociacion de estas enfermedades
y los SNP estudiados. Hallazgo importante que puede ser util para orientar
desde el punto de vista clinico para realizar tratamiento oportunamente y evitar

complicaciones.
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La literatura revisada muestra, asociacion de los polimorfismos genéticos de
forma individual y no sus combinaciones, con algunas enfermedades
oportunistas y con enfermedades infecciosas (158, 159, 95).

Varios estudios realizados sobre la asociacion del polimorfismo cer5?¥? y la
susceptibilidad a varias enfermedades virales muestran resultados diferentes
segun las enfermedades y las poblaciones estudiadas (21, 133, 160, 161). Un
estudio realizado en China mostro que el ccr5%%? estaba asociado con
proteccion contra la infeccién por hepatitis B (160). El estudio realizado en
Brasil no encontré asociacion entre el ccr5** y la severidad o mortalidad de
infeccion por H1N1 (161).

En cuanto al polimorfismo de IL-6 y las enfermedades oportunistas este estudio
mostré que el polimorfismo homocigético GG no presentd enfermedades
oportunistas, hallazgo que no coincide con otros autores. El estudio de Feng y
colaboradores reporta asociacion de este polimorfismo con neumonia (158). Un
estudio irani observd que el alelo G y el genotipo G/G tenia una alta
distribucidén en los pacientes con hepatitis B (141). Otro estudio encontré un
mayor riesgo de sarcoma de Kaposi con este polimorfismo (162).

En cuanto al polimorfismo de /L-10 y las enfermedades oportunistas este
estudio mostr6 que el polimorfismo homocigético GG presentd menos
enfermedades oportunistas lo cual coincide con los datos del estudio de In-Suk
Kim y colaboradores que demostraron que portar el alelo G tenia un efecto
protector contra las enfermedades oportunistas (95).

El genotipo AT del polimorfismo +874 A>T de INF-y fue el que predominé en
esta investigacion. Se plantea que el genotipo AT del polimorfismo +874 A>T

de INF-y esta asociado con TB (159). El polimorfismo de INF-y que predomind
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en segundo lugar fue el homocigético AA. La literatura reporta que el alelo A es
un factor de riesgo para la infeccion por VIH y que los pacientes VIH con el
alelo A tienen un riesgo mayor de coinfeccién VIH/tuberculosis, un conteo de
células CD4+ mas bajo y una peor respuesta a la terapia antirretroviral (97,
163). Consideramos conveniente estudiar en el tiempo el comportamiento de
este polimorfismo en la poblacion cubana VIH+, pues se ha demostrado que
IFN-y es la citocina mas importante que proporciona resistencia a las
enfermedades por micobacterias y la mayoria de sus variantes estan
involucradas con la susceptibilidad al mycobacterium tuberculosis (94, 96, 104,
159, 164, 165).

Consideraciones generales

Los factores genéticos que contribuyen a la predisposicion o a la progresién del
VIH/sida probablemente implican una interaccion entre mdultiples alelos de
genes localizados en diferentes cromosomas. En consecuencia, en lugar de
limitarnos a realizar un estudio de asociacién de polimorfismos para un solo
gen, optamos por investigar la importancia funcional de la relacion entre cuatro
polimorfismos de un solo nucledétido localizados en los genes ccrb, IL-6, IL-10,
e IFN-y y la susceptibilidad a la infeccion y la progresion de la enfermedad en
una cohorte de pacientes cubanos con VIH/sida y expuestos no infectados que
son los grupos mas pertinentes para estudiar la susceptibilidad y la progresion
de la enfermedad.

Entender como influye la genética humana en la susceptibilidad a la
enfermedad por VIH ofrece la oportunidad para nuevos conocimientos en la

patogénesis, nuevos medicamentos potenciales y la respuesta a la terapia
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antirretroviral. Asi como, un mayor conocimiento de las diferencias sustanciales
en las asociaciones genéticas entre las poblaciones.

Las interacciones del hospedero-microorganismo tienen el potencial para
producir una respuesta inmune variada y diversa en las diferentes poblaciones
estudiadas condicionada por el fondo genético del individuo.

Los SNP son variantes de un solo nucledtido, generalmente bialélicos, y
representan los polimorfismos mas abundantes del genoma humano. Se
detectan facilmente y se consideran como uno de los mejores marcadores
bioldgicos de asociacion en estudios de casos-controles.

La continua investigacion y analisis epidemiologicos, genéticos e inmunoldgicos
sobre la patogénesis de la infeccion por VIH posibilitan llegar a comprender el
impacto de la respuesta inmune y llevar al desarrollo de nuevas estrategias
para combatir la epidemia mundial de sida.

El presente trabajo constituye el primer estudio en Cuba que contribuye a
evaluar la frecuencia de estos polimorfismos y su influencia en los
biomarcadores de progresion de la enfermedad en la poblacion cubana con
infeccion por VIH y en la susceptibilidad a la infeccion en expuestos no
infectados. Los hallazgos encontrados, sin dudas, ofrecen una base cientifica
sobre la inmunopatogenia de la enfermedad en Cuba y pueden ser utiles para
orientar desde el punto de vista clinico para realizar tratamiento oportunamente
y evitar complicaciones.

Sin embargo, sefialaremos algunas limitaciones del estudio como son, el
tamano muestral que debe ser mayor en estudios futuros. Realizar diferentes
disefios de estudios que involucren pacientes en diferentes estadios de la

enfermedad y sujetos expuestos no infectados, asi como poblacion general.
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Aumentar la cantidad de polimorfismos de citocinas evaluados relacionados
con la infeccion por VIH y la relacidn con los niveles solubles de estas
citocinas. Ademas, estudiar la influencia del tratamiento antirretroviral en la
evolucion de la enfermedad y la cepa del VIH que infecta al paciente en
relacion a los SNP estudiados.

La investigacidn muestra evidencias que sugieren el papel de los SNP de ccrb
y algunas citocinas en la infeccion por VIH, pero se necesitan estudios
adicionales que complementen estos resultados, para entender mejor los
mecanismos involucrados en la susceptibilidad y la progresion de la infeccidn

por VIH en los pacientes cubanos.
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CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

Las caracteristicas demograficas no mostraron diferencias entre los grupos
analizados. Son similares a las descritas en previos estudios cubanos de
pacientes VIH. Lo que sugiere que podrian ser representativas de la
totalidad de las personas pertenecientes a los grupos estudiados.

Las distribuciones alélicas y genotipicas de los genes ccrb, IL-6, IFN-y e IL-
10 no difieren significativamente entre los grupos estudiados. No obstante,
debido al tamafio muestral no permite llegar a conclusiones definitivas en
este sentido.

Se sugiere el papel del polimorfismo genético homocigético GG de IL-6 en
la epidemia cubana de VIH/sida, asociado con niveles elevados de carga
viral en el grupo de pacientes VIH-1+ y con mayor tiempo de exposicion al
VIH-1 en el grupo de pacientes expuestos no infectados.

Se exponen las primeras evidencias que relacionan los polimorfismos
genéticos con las enfermedades oportunistas, principalmente Ia

combinacion de SNP ccr5™, IL-6 GC, IL-10 GA, INF-y TA.
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RECOMENDACIONES



RECOMENDACIONES

 Ampliar el tamafo muestral que involucre pacientes en diferentes

estadios de la enfermedad y un mayor numero de citocinas.

» Continuar el analisis de los genes de citocinas particularmente /L-6 que

participan en la inmunopatogenia de la enfermedad.

+ Divulgar los resultados de esta investigacion entre los facultativos que

atienden pacientes VIH/sida.
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ANEXOS



ANEXO 1.

Estudio del Polimorfismo genético, susceptibilidad a la infeccién por VIH,
progresion a sida en pacientes VIH/sida cubanos.

Datos demograficos, clinicos, epidemiolédgicos y de laboratorio

Cddigo de muestra asignado por IPK: Fecha de toma de muestra:

I. Datos generales y variables sociodemograficas:

1. Nombre y Apellidos: 2. caso indice: 3. Historia clinica:
4. Provincia: 5. Municipio: 6. Sexo: 7: Edad: 8. Color de
la piel: 9 Fecha de diagnéstico de VIH: 10. Edad al diagndstico:

Il. Variables epidemiolégicas:

11. Fecha probable de contagio: 12. Forma de contagio:
13. Orientacion sexual: 14. Forma de deteccion de la infeccion:

15: Pruebas de VIH anteriores a la primera positiva:

16: Tiempo de pareja expuesta: 17: Cuantos contactos sin proteccion al mes:
18: ITS:

lll: Variables clinicas y de laboratorio:

19. CD4 al diagndstico: Fecha:

20. CV al diagnostico: Fecha:

21. CD4 actual: Fecha: 22. CV actual: Fecha:
23. Tratamiento antirretroviral: 24. Tipo: 25. Fecha de inicio:
26. Enfermedades oportunistas: 27. Tipo: 28: Tto:

29. Ingreso: 30. Fecha:

IV: Otros datos de interés:

Nombre y firma del especialista que realizo la encuesta:

Fecha de realizada la encuesta:



ANEXO 2. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Informacion a los pacientes.

Estimado paciente quisiéramos conocer si usted esta dispuesto a participar en
una Investigacion que tiene como Titulo “Polimorfismo genético,
susceptibilidad a la infeccion por VIH, progresiéon a sida en pacientes
VIH/sida cubanos.”

Este consentimiento informado tiene 2 partes:

Hoja informativa (para compartir informacion sobre el estudio con usted)
Certificado de consentimiento (para su firma, si usted elige autorizar)

Parte I: Hoja informativa

Introduccién

Las caracteristicas genéticas de los pacientes tienen influencia en la evolucién
de la infeccién por VIH, asi como en la progresion a sida. Mediante la
informacion presente en nuestros genes podemos ser mas O menos
susceptibles a la infeccidn por el virus e incluso ser resistentes a este. En Cuba
se han realizado pocos estudios que permitan conocer cuales son las
caracteristicas genéticas que pueden influir en la evolucion de la enfermedad,
en la poblacion cubana afectada. Esta informacion pudiera contribuir al
conocimiento de la patogenia de la enfermedad en Cuba. Permitira crear
protocolos de manejo de los pacientes para el diagnodstico clinico a nivel
individual de la progresion de la enfermedad, la aparicion de enfermedades
oportunistas y la aparicion de las toxicidades del tratamiento antirretroviral.
Ademas, permitird un analisis mas objetivo sobre la capacidad protectora de
nuevos candidatos de vacunas que se evaluen, asi como mejorar la calidad de

vida de los pacientes con VIH/sida.



La informacion que le estamos brindando tiene como objetivo que usted
conozca la importancia de esta investigacion y pueda tomar la decision de
participar o no, autorizandonos a la extraccion de su sangre para utilizarla en la
realizacion de esta investigacion.

Este documento puede contener palabras que usted no comprenda. Por favor,
tome su tiempo para realizar las preguntas que necesite relacionadas con el
estudio antes de decidir participar.

Al grupo de investigacion le gustaria invitarlo a colaborar en este estudio, pero
solo si usted comprende todo sobre el mismo.

Se trata de una investigacion donde se incluyen pacientes que desean
participar voluntariamente.

Propésito y descripcion de la investigacion

En este estudio se evaluan algunas de las caracteristicas genéticas de una
muestra de la poblacion cubana VIH/sida para analizar como influyen en la
evolucion de la enfermedad.

Toda la informacion que sigue usted debera leerla detenidamente y puede
consultarla con familiares, amigos cercanos y su médico de familia, si lo
considera necesario, antes de decidir su participacion en el estudio.

¢ Qué tipo de pacientes y cuantos participaran?

En este estudio participaran 100 pacientes, que cumplan con los siguientes
criterios de inclusién:

Diagnostico de VIH/sida con tratamiento antirretroviral.

Personas expuestas no infectadas, parejas de pacientes VIH positivos.

Con actitud psiquica e intelectual adecuada.

Mayores de 19 afos de edad.



Criterios de exclusion:

Pacientes en aislamiento.

Pacientes con enfermedades infecciosas agudas en el momento del estudio.
Menores de 19 afios de edad.

Usted debera aceptar de manera voluntaria su participacién en el ensayo,
firmando este Consentimiento Informado.

¢ Por qué razén usted puede ser retirado del estudio?

Porque presente alguno de los criterios de exclusion

Porque usted no desee participar mas.

¢En qué consiste la investigacion?

En el estudio se realizara la extraccion de 20 cc de sangre a cada persona, a la
cual se le realizara una serie de examenes de laboratorio para conocer algunas
caracteristicas genéticas que influyen en la evolucion del VIH/sida, asi como,
estudios inmunoldgicos y virologicos.

¢ Conlleva riesgos su participacion en el estudio?

El presente estudio no ocasiona riesgos a su salud, aunque se puede
considerar molesto el procedimiento de la extraccion de sangre.

¢ Qué Dbeneficios puedo obtener con mi participacidn en esta
investigacion?

Se obtendra el beneficio de un mayor conocimiento de la enfermedad y el
beneficio razonable de ayudar a otros que como Ud. estén en la misma
situacion ya que este estudio puede influir en las futuras decisiones de

tratamiento médico.



¢Existira confidencialidad en el manejo de todo lo referente a su persona?
Toda la informacién referida a Ud., aunque puede ser revisada por otros
investigadores, autoridades hospitalarias y regulatorias estatales o quienes
estas designen, no se hara publica en ningun caso. Su identidad no sera
revelada en ninguna publicacion.

¢ Cuales son sus derechos como participante?

Ud. debe recibir una copia de este modelo para consultarlo cada vez que
desee.

Usted esta en el derecho de conocer los resultados de la investigacion.

(A quién puede contactar para informacion adicional, consultar
problemas, etc.?

Ud. debe dirigirse al hospital de asistencia donde se le esta atendiendo. También
puede dirigirse a la Dra. Daymé Hernandez Requejo, tel. 72553238, correo
dayme@ipk.sld.cu.

Conformidad

Como he tenido tiempo suficiente para considerar la propuesta de participaciéon
en el estudio y suficiente informacion (oral y escrita) acerca del mismo, he
decidido tomar parte en la investigacion. Para que asi conste, firmo el presente
consentimiento junto con el médico que me ha dado las explicaciones y un

testigo de que asi ha sido.

Nombre del Paciente Firma Fecha (dia/mes/afio)

Nombre del Testigo Firma Fecha (dia/mes/afio)

Nombre del Investigador Firma Fecha (dia/mes/afio)
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