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Resumen: El genoma del VIH contiene nueve genes, tres de estos genes (gag, poly env)
codifican proteinas estructurales. Existen dos variantes principales de este virus, VIH-1
y VIH-2. El primero es el causante de la mayoria de las infecciones a nivel mundial,
actualmente se han identificado nueve subtipos de VIH-1 y 58 formas recombinantes
circulantes (FRC). En Centroamérica, el subtipo B del VIH-1 es el causante de la
mayoria de los casos de VIH positivo; en Guatemala se ha reportado la presencia de
subtipo B, de formas recombinantes BF1 y del subtipo C; sin embargo, actualmente
no existen andlisis filogenéticos que indiquen las variantes de este subtipo. Debido a lo
anterior, el objetivo del estudio fue llevar a cabo la subtipificacién de 400 secuencias de
la regién pol del VIH-1 obtenidas de 400 pacientes VIH-1 positivos, en una clinica de
atencion integral de Guatemala del 2010 al 2015. Para determinar los distintos subtipos
de VIH-1 presentes en Guatemala se realizé la subtipificacién de las secuencias obtenidas
por la prueba de genotipo en formato FASTA, con la herramienta REGA HIV-1
Subtyping Tool Version 3.0. Con el fin de determinar la relacidn entre las variantes
de VIH-1, se realizé un alineamiento de secuencias y drboles filogenéticos utilizando
el método Neighbor Joining y Mdxima Verosimilitud con 100 réplicas bootstrap, con
el programa MEGA 7.0.21. Se determind que el subtipo con mayor frecuencia de las
secuencias analizadas es el subtipo B con un (71.5 %), seguido de la forma recombinante
BD (16.75 %) y el subtipo B-like (7.75 %).

Palabras clave: VIH, VIH-1, subtipificacidn, subtipo B.

Abstract: The HIV genome contains nine genes, three of these genes (gag, po/ and
env) encoded for structural proteins. There are two main variants of this virus, HIV-1
and HIV-2. The first one (HIV-1) is the cause of most infections worldwide, of which
nine subtypes and 58 circulating recombinant forms (CRF) have been identified. In
Central America, subtype B of HIV-1 is the cause of the majority of HIV positive cases.
In Guatemala, it has been reported the presence of subtype B, recombinant forms BF1
and subtype C. However, no phylogenetic analysis has been performed to indicate the
variants of this subtype.

The aim of the study was to subtype 400 sequences of the po/ region of HIV-1 of
samples that were obtained from a care clinic during the period 2010 to 2015. To
determine the different subtypes of HIV-1 present in Guatemala, the subtyping of the
sequences obtained by the genotype test in FASTA format was performed with REGA
HIV-1 Subtyping Tool - Version 3.0. In order to determine the relationship between
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HIV-1 variants, an alignment of sequences and phylogenetic trees was performed using
the Neighbor Union and Maximum Likelihood method with 100 bootstrap replicas,
with the MEGA 7.0.21 program. It was determined that the subtypes with the highest
prevalence of the studied sequences are the subtype B (71.5 %), recombinant BD (16.75
%) and subtype B-like with (7.75 %).

Keywords: HIV, HIV-1, subtyping, subtype B.
Introduccién

Elvirus de inmunodeficiencia humana (VIH) es un retrovirus compuesto
por dos cadenas de ARN monocatenario rodeadas por 15 tipos de
proteinas virales. El genoma de este virus contiene nueve genes, con 9,800
pares de nucleétidos. Tres de estos genes (gag, pol y env) codifican para
proteinas estructurales, dos para proteinas reguladoras (zaz y rev) y cuatro
para proteinas accesorias (vpu, vpr, vif'y nef). Existen multiples variantes
del VIH-1 debido a la gran tasa de replicacién de este y a la alta tasa
de error de la transcriptasa reversa, estas se conocen como cuasiespecies
minoritarias. La seleccidn de las cuasiespecies del virus son un mecanismo
de escape del control del sistema inmunolégico y de generaciéon de
resistencia a agentes antirretrovirales (Engelman & Cherepanov, 2012;
Lahuerta, 2009).

Con base en andlisis filogenéticos de distintas dreas geograficas, el VIH
se divide en tipos, grupos, subtipos, sub-subtipos, formas recombinantes
circulantes (FRC) y formas recombinantes unicas (FRU) (Robertson,
Sharp, McCutchan, & Hahn, 1995). Los dos tipos de VIH que existen
son el VIH-1y VIH-2. El primero (VIH-1) es el causante de la mayorta de
las infecciones a nivel mundial, se divide en tres grupos: Grupo M, grupo
Oy grupo N (Fauci et al,, 2008). Actualmente se han identificado nueve
subtipos de VIH-1 (A - D, F - H, J y K) y 58 formas recombinantes
circulantes (FRC). El subtipo B es predominante en América, Europa
y Australia, aunque solamente causa el 10 % de las infecciones a nivel
mundial; el subtipo C causa casi el 50 % de las infecciones globales,
mientras que el subtipo A causa 12 % de las mismas. (Pineda-Pena et al.,
2013).

Las variantes de VIH-1 presentan una separacién geogréfica en todo
el mundo. La informacién proveniente de Centroamérica es limitada.
En el 2013 se realizaron ensayos filogenéticos en base a la secuencia
pol del VIH-1, en seis paises centroamericanos; evidenciando que la
introduccién de VIH-1 subtipo B en Centroamérica causa la mayoria de
los casos actuales (Murillo et al., 2013). El primer caso de VIH/SIDA
detectado en Guatemala fue en el ano 1984, desde entonces hasta 2009 el
Centro Nacional de Epidemiologfa report6 20,488 casos. La epidemia se
concentra en jévenes de 15 a 24 anos. Los departamentos més afectados
son Guatemala, Retalhuleu, Izabal, Suchitepéquez, Quetzaltenango,
Sacatepéquez y Escuintla; estos concentran mas del 80 % de los casos
reportados (Silvestre, 2010). En 2016, se presentaron 2,900 nuevos casos
de infecciones por VIH y 1600 muertes relacionadas con SIDA. Ese
mismo afo 46,000 personas vivian con VIH, de las cuales 36 % tenian
acceso ala terapia antirretroviral. Entre las mujeres embarazadas que viven



Revista Cientffica, 2019, 29(1), Julio-Noviembre, [SSN: 2224-5545

con VIH, solamente 19 % tenfan acceso al tratamiento o profilaxis para
prevenir la transmisién del virus al recién nacido. Entre las personas que
viven con VIH, aproximadamente 25 % habia suprimido la carga viral
(Programa Conjunto de las Naciones Unidas sobre el VIH/sida, 2017).

En los afos 2010 y 2011 se evaluo la diversidad del VIH. Para ello, se
incluyeron 145 pacientes no tratados anteriormente con antirretrovirales
del Hospital Roosevelt en la Ciudad de Guatemala. Se obtuvieron las
secuencias pol a través del VIH plasmatico. El subtipo mas prevalente fue
el B, con 96.6 % y se encontré una prevalencia de formas recombinantes
BF1 (2.8 %) y del subtipo C (0.7 %). Este estudio fue uno de los
primeros intentos de describir la diversidad del VIH. Sin embargo, no se
ha realizado ningtin anélisis filogenético que indique las variantes que hay
de este tipo (Avila-Rios et al.,, 2011).

Debido a lo anterior se realizé un estudio retrospectivo, transversal
y descriptivo cuyo objetivo fue llevar a cabo la subtipificacion de las
secuencias de la region po/ del VIH-1 obtenidas en una clinica de atencién
integral durante el periodo del 2010 al 2015, con el fin de identificar
las variantes circulantes en el grupo al cual se le brinda atencién. La
importancia del estudio es a nivel bioldgico y epidemioldgico; ya que
al conocer los distintos subtipos de VIH-1 presentes en las muestras
analizadas, es posible conocer el comportamiento epidemioldgico a nivel
molecular de la pandemia, la monitorizacién de las conexiones entre
diferentes poblaciones, ayuda al entendimiento de la transmisién viral
y la patogenia del SIDA, y principalmente al desarrollo de vacunas y
terapias antirretrovirales eficaces (Rios et al., 2003; Pasquier et al., 2001).
Este estudio constituye el primer estudio filogenético que se realiza en
secuencias virales del gen pol obtenidas durante cinco anos en una clinica
de atencién integral de VIH del pais. Por lo tanto, los resultados pueden
ser considerados para el disefio de estudios epidemioldgicos de mayor
escala, y para determinar la relacién de las variantes circulantes de VIH-1
con la respuesta al tratamiento antirretroviral que se les brinda a los
pacientes.

Materiales y métodos

Poblacién:

Cuatrocientos pacientes seropositivos VIH-1 con fallo virolégico,
obtenidas en una clinica de atencién integral de VIH de la ciudad de
Guatemala durante los anos 2010 a 2015.

Muestra:

Cuatrocientas secuencias genéticas de la regién pol del VIH-I,
obtenidas de la poblacién descrita.

Recoleccién de datos:

Las secuencias de la regién po/ del HIV-1 fueron obtenidas de muestras
a las cuales se les realizé la prueba de genotipo en la clinica de atencién
integral de VIH, en los afios 2010 — 2015. Se utiliz una hoja de captura
de datos en el programa Microsoft Excel 2016.

Subtipificacién de las secuencias:
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Para la determinacién de los distintos subtipos de HIV-1 se utilizé la
herramienta REGA HIV-1 Subtyping Tool — Version 3.0 (De Oliveira et
al., 2014) y las secuencias obtenidas por la prueba de genotipo en formato
FASTA.

Alineamiento, modelo de evolucién y andlisis filogenético de
secuencias:

El alineamiento se realiz con el programa MEGA 7.0.21 (Kumar
et al, 2016), con un gap opening penalty de 100 y un gap extension
penalty de 0.1. Para determinar el modelo de evolucién se utilizé el
programa jModelTest 2.1.10 (Darriba et al., 2012), y el alineamiento de
las secuencias en formato FASTA, la determinacién del modelo se realizé
bajo el criterio de Akaike (AIC) y el criterio bayesiano (BIC). Para los
analisis filogenéticos, se utiliz6 el programa MEGA 7.0.21, se realiz6 un
arbol filogenético utilizando el método Neighbor Joining con 100 réplicas
bootstrap y el método de méxima verosimilitud, con el mismo nimero de
réplicas e indicando el modelo de evolucién obtenido con jModel Test.

Para el alinecamiento se utilizé6 un grupo externo (outgroup) con
el fin de identificar la raiz del 4rbol filogenético. Se utiliz6 el Simian
Immunodeficiency Virus (SIV, por sus siglas en inglés), el cual al igual que
el VIH es un retrovirus, causante de infecciones en 45 especies de primates
no humanos.

Resultados

Se analizaron 400 secuencias genéticas de la region po/ del VIH-1,
procedentes de una clinica de atencién integral de VIH de la Ciudad de
Guatemala, durante los anos 2010 — 2015.

En la Figura 1 se muestran los porcentajes de los distintos subtipos
de VIH-1 presentes en las muestras estudiadas de Guatemala, durante
los anos 2010 — 2015. Se puede observar que el subtipo con mayor
frecuenciaes el subtipo B (71.5 %) y el de menor frecuencia son las formas
recombinantes (0.25 %).
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Figura 1. Porcentaje de los distintos subtipos de VIH-1 presentes en Guatemala.

Con base en los anilisis filogenéticos realizados, el modelo de evolucién
de VIH-1 fue general time-reversible model, con distribucién gamma
(GTR+G); obtenido mediante el criterio de informacién Akaike (AIC) y
bayesiano (BIC). Este modelo incorpora distintas tasas para cada cambio y
diferentes frecuencias de nucledtidos y presenta seis tipos de sustituciones.
Ademds, el alineamiento presentd una distribucién Gamma en la tasa de
variacién entre sitios (+G). Este modelo indica que el proceso evolutivo
del VIH es completo (Arenas, 2015).

En la Figura 2, se muestra el drbol filogenético de los distintos subtipos
de VIH-1 circulantes en Guatemala, realizado mediante el método de
Neighbor Joining, con 100 réplicas boostrap.
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R-089-2011 VIH-1 Recombinante de B D
R-96-2012 VIH-1 Subtipo B potencial recombinante
R-014-2014 VIH-1 Recombinante de D B
R-097-2014 VIH-1 Recombinante de D B
R-104-2012 VIH-1 CRF 39 BF-like
R-005-2015 VIH-1 Subtipo B portencial recombinante
R-87-2012 VIH-1 Recombinante de B D

R-084-2011 VIH-1 Subtipo B
R-050-2013 VIH-1 Subtipo B-like

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

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

R-101-2014 VIH-1 Recombinante

R-105-2014 VIH-1 subipo B potencial recombinante
R-001-2013 VIH-1 Subtipo B
R-006-2011 VIH-1 Recombinante de D B
R-055-2010 VIH-1 CRF 02 AG

R-003-2011 VIH-1 Subtipo C

93 L R-25-2012 VIH-1 Subtipo C
R-012-2015 VHI-1 Subtipo B
R-048-2013 VIH-1 Recombinante de B D

Simian i deficiency virus

0.20
Figura 2. Arbol filogenético de los distintos subtipos de VIH-1 circulantes
en Guatemala por el método de Neighbor Joining, realizado en MEGA 7.

En la Figura 3, se observa el 4rbol filogenético de los subtipos de VIH-1
circulantes en Guatemala, estimado mediante el método de mixima

verosimilitud, con 100 réplicas boostrap.

sg R-012-2015 VHI-1 Subtipo B
R-084-2011 VIH-1 Subtipo B
R-016-2013 VIH-1 Subtipo B-like
R-101-2014 VIH-1 Recombinante

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

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

R-104-2012 VIH-1 CRF 39 BF-like

R-055-2010 VIH-1 CRF 02 AG

R-003-2011 VIH-1 Subtipo C

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

R-001-2013 VIH-1 Subtipo B

R-005-2015 VIH-1 Subtipo B portencial recombinante

R-87-2012 VIH-1 Recombinante de B D

R-006-2011 VIH-1 Recombinante de D B
R-014-2014 VIH-1 Recombinante de D B
R-089-2011 VIH-1 Recombinante de B D
R-96-2012 VIH-1 Subtipo B potencial recombinante

R-097-2014 VIH-1 Recombinante de D B

R-048-2013 VIH-1 Recombinante de B D
Simian immunodeficiency virus

—
0.20

Figura 3. Arbol filogenético de los distintos subtipos de VIH-1 circulantes en
Guatemala por el método de Méxima Verosimilitud, realizado en MEGA 7.
Con relacién alos datos demograficos analizados, se puede observar que
el subtipo que predomina en ambos géneros, en las distintas edades y en
las distintas regiones es el VIH-1 subtipo B. Los datos analizados fueron

el género (Figura4), rango de edad (Figura 5) y la procedencia de cada una

de las secuencias estudiadas (Figura 6).
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Figura 4. Subtipos de VIH-1 circulantes en Guatemala, en base al género.
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Figura 5. Subtipos de VIH-1 circulantes en Guatemala, con base en los distintos rangos de edad de los pacientes.
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Figura 6. Subtipos de VIH-1 circulantes en Guatemala, en base a la regién procedente.

Discusion

El objetivo principal de la investigacion fue llevar a cabo la subtipificaciéon
de las secuencias del gen viral po/ obtenidas en una clinica de atencién
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integral de VIH los afios 2010 a 2015, para determinar las variantes
circulantes del VIH-1 en Guatemala.

Como se observa en la Figura 1, el subtipo de VIH-1 con mayor
prevalencia en Guatemala en pacientes VIH positivo es el VIH-1
subtipo B (71.5 %), lo cual concuerda con el estudio realizado en 2011
en el Hospital Roosevelt en la Ciudad de Guatemala, en el cual se
determind que el subtipo B es el més prevalente. El segundo subtipo mas
prevalente fue la forma recombinante BD (16.75 %), la cual no habia sido
notificada anteriormente. Se determinaron otras formas recombinantes,
que se forman por recombinacién de fragmentos gendémicos de distintos
subtipos, como CRF39_BF y CRF02 _AG. Este ultimo es una variante
no-B procedente de Africa y Asia; en los lugares donde predomina el
subtipo B, como Espana, el resto de Europa y América, se ha visto
una circulacién creciente de subtipos no-B, como CRF02_AG, que ha
sido encontrado en pacientes procedentes de Africa occidental (Delgado,
2011). Esto sugiere que la tnica secuencia de las analizadas proviene de
un paciente que viajo a Africa o que tuvo contacto con alguna persona
que estuvo en Africa. Por otro lado, se determinaron dos casos de subtipo
C, lo que equivale al 0.5 %. Este subtipo estd asociado a transmisiéon
sexual en distintos lugares del mundo (Lépez, Rivera-Amill, Rodriguez,
Vargas, & Yamamura, 2016). La variabilidad de los subtipos de VIH-1
circulantes en Guatemala, se debe a posibles eventos de recombinacién,
falta de adhesién al tratamiento antirretroviral, relaciones sexuales sin
proteccion y numerosas parejas sexuales (Taylor-Castillo et al., 2010).

Para la evaluacidn de las relaciones de las secuencias de los distintos
subtipos de VIH-1 circulantes en Guatemala, se seleccionaron secuencias
significativas de todos los subtipos identificados por REGA. Como se
puede observar en las Figuras 2 y 3, en ambos drboles filogenéticos los
distintos subtipos de VIH-1 se encuentra relacionados evolutivamente
entre si, ya que todos pertenecen al tipo de VIH-1, es por eso que se
encuentran en un mismo clado del drbol. La principal diferencia entre
ambos drboles son los valores bootstrap en cada clado, esto se debe a que
con el segundo método se basa en probabilidades y la dispersién se mide en
funcién del ajuste entre los datos observados y las predicciones calculadas
por un drbol particular y el modelo de evolucién. Es decir que este método
es més optimo. No todos los valores fueron mayores a 50 % en las ramas
del 4rbol con ambos métodos, lo que indica que no todas las ramas son
fiables. La razén de esto es que no se tomaron en cuenta las mutaciones por
resistencia a antirretrovirales de las distintas secuencias analizadas, por lo
tanto, es recomendable realizar el analisis con un alineamiento reducido
para obtener valores de probabilidad mas confiables.

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

Las secuencias utilizadas son de pacientes que presentan fallo
viroldgico, es decir que el tratamiento antirretroviral deja de reducir
y mantener la carga viral de un paciente en menos de 200 copias/ml.
Debido a esto, no se realizé un andlisis en base al tiempo ya que no se
determinaria el subtipo de VIH-1 con el cual fue infectado, el genoma de
los pacientes presenta distintas mutaciones, lo que genera distintas formas
recombinantes del virus. Sin embargo, se determiné menor cantidad de
casos en el ano 2015 en comparacién al 2010, lo que significa que los
pacientes son tratados adecuadamente con los distintos antirretrovirales
que necesitan en base a la farmacorresistencia y farmacotoxicidad que
presentan.

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

La principal limitacién del estudio fue la falta de informacién sobre
el tiempo (ano) en que los pacientes fueron infectados, debido a esto
no se pudo analizar la prevalencia de los distintos subtipos de VIH-1 en
distintos afios en Guatemala. Por lo tanto, es recomendable tomar en
cuenta el ano de infeccidn y no el ano de toma de muestra.

En conclusién, el subtipo de VIH-1 mas predominante en Guatemala,
en distintas regiones, a distintas edades y en ambos géneros es el subtipo
B. Existen distintas formas recombinantes, las cuales, rpobablemente, han
llegado al pais por viajeros principalmente de Africa. Con relacién a los
analisis filogenéticos, podemos observar que los subtipos de VIH-1 se
encuentran relacionados evolutivamente entre si, ya que todos pertenecen
al mismo tipo de VIH (VIH-1). Por lo que se encuentran en un mismo
clado del 4rbol filogenético. Es recomendable realizar un alineamiento
reducido, es decir sin tomar en cuenta las mutaciones presentes en
las secuencias, con el fin de evitar valores bajos de probabilidad. Los
resultados obtenidos pueden ser considerados para el disefio de estudios
epidemioldgicos de mayor escala en el pais, para conocer las variantes del
VIH-1 que circulan actualmente en Guatemala. Ademds, en base a los
resultados se pueden realizar estudios futuros para determinar la relacién
de las variantes circulantes de VIH-1 con la respuesta al tratamiento
antirretroviral que se les brinda a los pacientes.
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