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RESUMEN

Introduccion: Los polimorfismos genéticos de los correceptores de quimioquinas
beta tipo 2 y 5, asi como la citocina factor de necrosis tumoral alfa estan
asociados con la inmunopatogenia de VIH.

Objetivo: Identificar polimorfismos en los genes codificantes para la citocina y los
correceptores analizados y su relacion con los niveles de Linfocitos CD4+ y carga
viral en los pacientes VIH/sida.

Métodos: Se realizé un estudio de corte transversal en 50 pacientes cubanos con
VIH/sida, ingresados en el Centro Hospitalario del Instituto de Medicina Tropical
"Pedro Kouri" durante los meses de septiembre a noviembre de 2018. Se
determind el polimorfismo de los genes codificantes para los correceptores y
citocina analizada mediante la reaccion en cadena de la polimerasa y la
restriccion enzimatica, respectivamente.

Resultados: En los pacientes estudiados predominé el genotipo salvaje para los
tres genes analizados. En el caso de los correceptores de quimiocinas beta tipo 2
(54 %) y (92 %) para el tipo 5. Para el gen que codifica para el factor de necrosis
tumoral alfa fue de 70 %. Solo cuatro individuos presentaron la delecion de 32
pares de bases para el correceptor tipo 5. Para este mismo correceptor no se
encontré la variante homocigotica del gen. El analisis global de todas las
variantes genéticas obtenidas arrojé prevalencia del 44 % de los genotipos
salvajes en los tres genes. En el estudio no existié relacion estadisticamente
significativa entre los polimorfismos predominantes y los niveles de Linfocitos
CD4+y la carga viral.

Conclusiones: Se describe por primera vez en el pais el polimorfismo del factor de
necrosis tumoral alfa en pacientes VIH/sida. Se corroboran datos anteriores para

el polimorfismo de los correceptores de quimiocinas beta tipo 2 y 5. Los hallazgos
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encontrados 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.

Palabras clave: VIH/sida; correceptores de quimiocinas; citocina; carga viral;
Linfocitos CD4+; Cuba.

ABSTRACT

Introduction: Genetic polymorphisms of beta-type 2 and 5 chemokine co-
receptors, as well as tumor necrosis factor alpha cytokine, are associated with
HIV immunopathogenesis.

Objective: To identify polymorphisms in the genes encoding the cytokine and co-
receptors analyzed and their relationship with CD4+ lymphocyte levels and viral
load in HIV/AIDS patients.

Methods: A cross-sectional study was conducted in 50 Cuban patients with
HIV/AIDS admitted to the Hospital Center of the Pedro Kouri Institute of Tropical
Medicine between September and November 2018. The polymorphism of the
genes encoding the co-receptors and cytokine analyzed was determined by
polymerase chain reaction and enzyme restriction, respectively.

Results: The wild genotype predominated in the patients studied for the three
genes analyzed. In the case of beta type 2 chemokine co-receptors was (54 %)
and (92 %) for type 5. For the gene encoding tumor necrosis factor alpha, it was
70 %. Only four individuals presented the deletion of 32 base pairs for the type 5
co-receptor. For this same co-receptor, the homozygous variant of the gene was
not found. The overall analysis of all genetic variants obtained showed a
prevalence of 44 % of wild-type genotypes in the three genes. In the study, there
was no statistically significant relationship between the predominant
polymorphisms and CD4+ lymphocyte levels and viral load.

Conclusions: The polymorphism of tumor necrosis factor alpha in HIV/AIDS
patients is described for the first time in the country. In this study, previous data

on the polymorphism of beta type 2 and 5 chemokine co-receptors are
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corroborated. The findings provide a scientific basis for the immunopathogenesis
of the disease in Cuba and may be useful from a clinical point of view in guiding
timely treatment and avoiding complications.

Keywords: HIV/AIDS; chemokine co-receptors; cytokine; viral load; CD4+

lymphocytes; Cuba.

Recibido: 10/02/2025
Aceptado: 10/07/2025

Introduccion

El virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) y la respuesta inmune a la
infeccion de este virus se ha estudiado extensamente desde su descubrimiento.®
Mas de 39,9 millones de personas en el mundo estan infectadas con el VIH

agente causal del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (sida).®

Los receptores de quimioquinas que actuan como correceptores del VIH-1 y las
moléculas de los antigenos leucocitarios humanos tienen gran influencia en la
susceptibilidad, desarrollo y progresion del sida. (3) El VIH utiliza el receptor CD4+
y los correceptores de quimiocinas beta C-C tipo 5 (CCR5) y C-X-C tipo 4 (CXCR4)

para infectar a las células dianas.®

La proteina CCR5 se expresa en los linfocitos T, macréfagos, células dendriticas y
la microglia. Se describe que el receptor de quimioquinas tipo 5 influye
significativamente en la replicacion y progresion de la enfermedad.*® Se han
identificado diferentes variantes genéticas como modificadoras de la evolucion
de la enfermedad, incluyendo la delecion de 32-bp introduciendo un codén de
parada anticipadamente (ccr5A32) y variantes mutadas en el promotor del gen
cer5.(455) |a variante homocigética cer5 A32/A32 causa resistencia a la infeccion
por VIH.*5)
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El gen que codifica para el correceptor de quimiocina C-C similar al tipo 2 (CCRL2)
se encuentra ubicado en el brazo corto del cromosoma 3. Esta molécula atraviesa
7 veces la membrana celular y se relaciona con los receptores de quimiocinas c-c
tipo 1 (CCR1), tipo 2 (CCR2), tipo 3 (CCR3) y CCR5. () El gen CCRL2 presenta gran
homologia con el ccr5. Estudios previos han descrito variaciones genéticas en
ccr3 y CCRL2 que pueden contribuir con la regulacion genética del VIH-1, unido a
la conferida por variantes del correceptor CCR5. La variante genética CCRL2-

Y167F se asocia a la progresion hacia sida.®”)

La citocina factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) actia como mediador
proinflamatorio y se sintetiza principalmente por macréfagos y linfocitos T. Sus
ligandos son el TNF-aR1y R2.® El gen TNF-a se localiza en la regién del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase Ill en el cromosoma 6 (p 21.3) y se
asocia con la patogénesis de muchas enfermedades autoinmunes, inflamatorias
e infecciosas como el VIH.® Existen varios polimorfismos, entre los que destacan
las transiciones G-A en la posicidon 238, G-A en la posicion 308 y la C-A en la
posicion 863.89 Varios estudios muestran resultados y conclusiones diversas
sobre la influencia del polimorfismo genético del TNF-a-308 G/A con su

asociacion con la patogénesis de la infeccién por VIH-1.©)

La variabilidad interindividual en la susceptibilidad a la infeccion por VIH-1, la
trasmision, la progresion de la enfermedad y la respuesta a la terapia
antirretroviral pueden ser atribuidas, entre otras causas, a la variabilidad de
multiples genes.('3% Una mejor compresion de la base genética e inmunoldgica
de la resistencia natural a la infeccion puede tener importantes implicaciones en
el desarrollo de nuevas terapias y vacunas.('9 El objetivo del estudio es identificar
la frecuencia de los polimorfismos genéticos de los genes que codifican para los
correceptores CCR5, CCRL2 y la citocina TNF-a en un grupo de pacientes cubanos

VIH/sida, asi como su relacion con los Linfocitos CD4+ y carga viral.
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Métodos

Se realizo un estudio observacional de corte transversal. Se tomé como universo
de estudio todos los pacientes diagnosticados con VIH/sida que se encontraron
ingresados en el Centro Hospitalario Universitario del Instituto de Medicina
Tropical "Pedro Kouri" (IPK) durante los meses de septiembre a noviembre de
2018. La muestra fue no probabilistica deliberada de 50 pacientes VIH/sida. Se
seleccionaron los pacientes analizados mediante el empleo del muestreo por

conveniencia.

Se extrajo el ADN de células mononucleares de sangre periférica utilizando el
estuche comercial Qiagen DNeasy® Blood & Tissue (Hilden, Alemania). Para
determinar el polimorfismo genético del correceptor CCR5 se realizé la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) segun lo descrito por Veloso y colaboradores
en el 2010. 'V Para la identificacion de los polimorfismos del gen CCRL2 se utilizé
la PCR-RFLP (polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccion) con la
enzima EcoRl (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, EE. UU.).®) El
polimorfismo CCRL2-Y167F, se detecta en la posicion nucleotidica 204 segun lo
descrito por An P y colaboradores.® Para el polimorfismo del TNF-a se utilizé la
PCR-RFLP con la enzima Ncol (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, EE.
UU.).® El mismo se localiza en la posicion nucleotidica 308 siendo una

sustitucion G-A.®)

Se realizé la deteccion de los Linfocitos CD4+ mediante un citémetro de flujo
(CyFlow Space, PARTEC, Alemania) utilizando un kit de recuento de linfocitos
CD4+ (Partec, Alemania) segun el protocolo estandar recomendado por el
fabricante (https://www.labwrench.com/equipment/3318/partec-cyflow-ml). Las
cargas virales de VIH-1 en plasma se determinaron utilizando el estuche
comercial Nuclisens Easy Q HIV-1 v2.0 (Biomérieux, Francia), que tiene un limite
minimo de deteccion de 10 copias de ARN/ml
(https://extranet.who.int/pqweb/sites/default/files/pqdx 0127 016 00 public
report v3.pdf).
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Para el almacenamiento de la informacion se confecciond una base de datos en
Microsoft Excel y el analisis estadistico de los datos se realiz6 con los softwares

Epidat version 3.1 y GraphPad Prism 9.

Se calcularon las frecuencias absolutas y relativas, la prueba de Chi-cuadrado
(test exacto de Fisher, cuando la muestra fue menor de 5) y se considerd

estadisticamente significativa una p < 0,05.

Todos los procedimientos fueron conducidos de conformidad con la declaracion
de Helsinki y con la regulacién cubana 3-2009 de buenas practicas de laboratorio.
La investigacion fue aprobada por la comisidon cientifica del Centro Hospitalario
IPK y la Comision de Etica con nimero de registro 19004. Todos los participantes

recibieron informacion del estudio y se solicité su consentimiento informado.

Resultados

En la tabla 1 se muestra la distribucion por edad, sexo y color de la piel de los 50
pacientes VIH/sida ingresados en el Hospital del IPK incluidos en el estudio. La
edad promedio fue de 40 anos, con un predominio de pacientes masculinos
(90 %) y de piel blanca (46 %).

Tabla 1- Caracteristicas demograficas y marcadores de progresion de los pacientes

VIH/sida diagnosticados en el IPK en el periodo de septiembre- noviembre 2018

Variables demograficas y Atributos de Porciento del
marcadores de progresion clasificacion Valores total
Edad Media y rango 40.5 (25 - 64) -
Masculino 45 90%
Sexo -
Femenino 5 10%
Blanco 23 46%
Color de la Piel Mestizo 17 34%
Negro 10 20%
Carga viral Mediayrango 43678 (ND - 5747000) ;
(copias ARN viral / mL)
Llr,]fOCItOS T CD4+ Mediana y rango 313 (3 - 929) -
(células / ?L)
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ND: No detectable (< 10 copias ARN / mL)
Fuente: Historias Clinicas

Como se refleja en la tabla 2, el analisis molecular mostré un predominio del
genotipo ccr5 wt/wt en 92 % de los pacientes. Solo 4 pacientes presentaron el
polimorfismo heterocigético ccr5 wt/A32. No se encontré la variante
homocigotica ccr5 A32/A32 en los pacientes estudiados. Por otra parte, el
polimorfismo del correceptor CCRL2 que predominé en el estudio fue el CCRL2
Y167F/Y167F con 54 % y en el caso del TNF-a predomino la variante TNF-a G/G

con 70 %.

Tabla 2- Distribucion de los polimorfismos genéticos en los pacientes VIH/SIDA

diagnosticados en el IPK en el periodo de septiembre- noviembre 2018

Polimorfismos Genéticos No. de pacientes Porcientos (%)
cer5 wt/wt 46 92
cer5 wt/?32 4 8
Presencia del alelo wt - 96
Presencia del alelo 7232 - 4
CCRL2wt/wt 9 18
CCRL2 Y167F/Y167F 27 54
CCRL2wt/ Y167F 14 28
Presencia del alelo wt - 32
Presencia del alelo Y167F - 68
TNF-?-308 G/G 35 70
TNF-? A/G 9 18
TNF-? A/A 6 12
Presencia del alelo G - 79
Presencia del alelo A - 21

wt: genotipo salvaje del gen

Fuente: Historias Clinicas

Por otro lado, no se encontré relacion estadisticamente significativa (p>0,05)
entre los polimorfismos predominantes detectados en el estudio y los Linfocitos
CD4+ y la carga viral, respectivamente (tablas 3 y 4). Por dificultades técnicas no
se pudo realizar la determinacion de Linfocitos CD4+ y carga viral en dos

pacientes.
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Tabla 3- Relacion entre los polimorfismos genéticos mas frecuentes encontrados y los
niveles de linfocitos CD4+ en los pacientes VIH/sida diagnosticados en el IPK en el
periodo de septiembre- noviembre 2018 (total de pacientes 24). En dos pacientes

incluidos en el estudio no fue posible la determinacion de linfocitos T CD4+ (ver texto)

Porciento (%) del
total de muestras

CCR5 wt/wt CCR5 wt/?32 . |
CCRL2 Y167F/Y167F CCRL2 wt/ Y167F C;T;g?g:" ‘;‘;ﬂgz‘;zss )(ae:‘:’;’s
TNF-?-308 G/G TNF-?-308 G/A . I
evaluadas rangos estudiados
Conteos de No.de Porciento del No. de Porciento (ambos de conteos de
linfocitos T cp4+ Muestras  genotipo  muestras  del genotipo  genotipos)  células T CD4+ p
<100 células /2. 11 50 2 100 13 54 0.3973
101-250 células /7L 7 32 0 0 7 29
>250 células/?L. 4 18 0 0 4 17
TOTALES 22 100 2 100 24 100

Fuente: Historias Clinicas

Tabla 4- Relacion entre los polimorfismos genéticos mas frecuentes encontrados y los
valores de carga viral en los pacientes VIH/sida diagnosticados en el IPK en el periodo de
septiembre- noviembre 2018 (total de pacientes 24). En dos pacientes incluidos en el

estudio no fue posible la determinacién de la carga viral (ver texto)

CCR5 wt/wt CCR5 wt/?32 Porciento (%) del
CCRL2 Y167F/Y167F CCRL2 wt/ Y167F Cantidad de total de muestras
TNF-?-308 G/G TNF-?-308 G/A muestras  evaluadas (ambos
Porciento Porciento  evaluadas genotipos) en los

No. de del No. de del (ambos  rangos estudiados
Carga viral muestras genotipo  muestras  genotipo  genotipos) de carga viral p
No detectable (< 10 copias ARN/mL) 20 91 2 100 22 92 0.3731
Detectable (> 10 copias ARN / mL) 2 9 0 0 2 8

TOTALES 22 100 2 100 24 100

Fuente: Historias Clinicas

Discusion
El Programa Conjunto de las Naciones Unidas sobre el VIH/Sida (ONUSIDA) ha
propuesto una serie de estrategias que tienen como meta la eliminacién de la
pandemia de sida para el 2030.@ En Cuba, el VIH ha afectado predominantemente

al sexo masculino. Esta caracteristica ha sido descrita desde el inicio de la

epidemia hasta la actualidad con un total de 39 402 seropositivos, el 82 % eran

{Dﬁlm Esta obra esta bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES




7 ?EIMESBH Revista Cubana de Medicina Tropical 2025;77:e1351

hombres.('") Esto no difiere de lo reportado en otros paises donde el grupo de

mayor riesgo es el de los hombres que tienen sexo con otros hombres.(212

En el presente trabajo predominaron los pacientes de 40 anos de edad. Esto se
corresponde con publicaciones anteriores en las cuales las edades entre 35 a 45
anos fueron las mas frecuentes.(2' En cambio, De Armas y colaboradores en una
investigacion realizada en pacientes VIH cubanos con Pneumocystis en el
periodo de 1995-2008, describen casos cuya edad se encontraban entre 20 y 39
anos.(0® De la misma manera, un estudio reciente en pacientes cubanos
infectados por VIH constata que la mayoria de los individuos incluidos tenian

entre 20 y 29 afios.(

Existe un interés creciente de los investigadores por estudiar los polimorfismos
genéticos que influyen en la progresion y la susceptibilidad en la infeccién por
VIH.(136) |a presente investigacion identificé un predominio del gen ccr5 salvaje.
Estudios anteriores de nuestro equipo de investigacion encontraron resultados
similares con predominio del gen CCR5 salvaje (87 %) en un grupo etario de
mayor edad.("® Ellwanger y colaboradores, demuestran que la variante ccr5 A32
se observa con una alta frecuencia en Europa (16 % en Noruega y 11% en
Alemania y una baja frecuencia entre 5 % y 3 % o ausente en Africa y Asia)('® por
lo cual no es inesperada la frecuencia observada dado el origen étnico de la
poblacion cubana. También predomino en la presente investigacion la variante
CCRL2 Y167F/Y167F resultado que coincide con un estudio previo en el IPK
donde se encontré este polimorfismo en el 54 % de los pacientes estudiados. (')
CCRL2 se seleccioné como un gen candidato debido a su gran homologia con
ccr5 (45 %), por su proximidad a este y porque el VIH también lo utiliza como

correceptor para entrar a la célula.(”)

En el caso del alelo CCRL2-167F se asocia con una acelerada progresion a sida y
con la Neumonia causada por Pneumocystis jirovecii (PcP) que es la enfermedad
oportunista mas frecuente en pacientes VIH con mala adherencia al tratamiento y

que no conocen su estatus serolégico.(® Aunque esta variante del receptor no
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provoca un aumento de la infectividad del VIH, se ha observado que media un
aumento de la infeccion con PcP entre los individuos que lo portan.® Ello pudiera
explicar la gran cantidad de ingresos por esta causa a lo largo de los afios.(1317)
En el actual estudio existio un alto numero de ingreso por infecciones
respiratorias y es probable que la PcP estuviera presente en algunos casos. Sin
embargo, al ser una patologia de dificil diagndstico no se pudo confirmar la
infeccion en los sujetos analizados. No obstante, la PcP es una patologia

frecuente y definitoria de sida en Cuba.(™

Por otra parte, se ha descrito el aumento de la produccion de citocinas
proinflamatorias como TNF-q, IL-1, IL-6 e IL-8 posterior a la infeccién por
VIH.®'8 En cuanto al TNF-a, en Cuba no se han encontrado publicaciones en las
busquedas realizadas en la literatura que reflejen la presencia de mutaciones de
esta citocina en la poblacion VIH/sida. No existe un consenso sobre el papel de
los polimorfismos del TNF-a en cuanto a su impacto en la progresion de la
enfermedad. Algunos autores plantean que tiene alguna influencia y otros que es
irrelevante. ©18) En nuestro estudio predomind el genotipo TNF-a G/G. Este
resultado coincide con lo planteado por Acosta y colaboradores en diferentes
subpoblaciones peruanas que reportan el alelo G (no mutado) como el mas
comun en el conjunto de los grupos poblacionales estudiados (97,4 %), mientras
que el alelo A tiene una frecuencia muy baja (2,6% ).09 Por otra parte, el
metaanalisis realizado por Jian y colaboradores, que involucra cinco estudios,
concluyd que no se observo asociacion estadisticamente significativa entre el
polimorfismo del gen TNF-a - 308G/A y la susceptibilidad a VIH-1.© Las posibles
discrepancias de los resultados analizados puede ser atribuido a las diferentes

poblaciones que se analizan.

En cuanto a la relacion entre los Linfocitos CD4+ y carga viral con el polimorfismo
de los genes analizados, no se observo asociacion estadisticamente significativa
que implicara una mayor velocidad de progresion al sida. Es importante senalar

que los pacientes se encontraban ingresados por descompensacion de la
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enfermedad y la mayoria presento Linfocitos CD4+ por debajo de 100 células / pL.
No obstante, es conocida la presencia de mutaciones en genes especificos que
intervienen en la inmunopatogenia de la infeccion por VIH que inducen la

apoptosis de los Linfocitos CD4+ en los pacientes VIH/sida.(13620)

Entre las limitaciones del estudio se destacan: el tamano muestral pequeno y que
todos los pacientes estaban ingresados con determinado grado de

inmunosupresion.

Con este estudio se puede concluir la presencia de varios polimorfismos en tres
genes analizados. De la misma manera, se describe por primera vez en el pais la
existencia de diferentes variantes del gen TNF-a en pacientes VIH/sida y se
corroboran datos anteriores para los genes ccr5 y CCRL2. Los hallazgos
encontrados, sin dudas, son de gran importancia para el Programa Nacional de
Control de ITS/VIH/sida, debido a que se contara con una herramienta que
permitira profundizar en la dinamica de la epidemia de VIH en Cuba. De la misma
manera, contribuira a trazar estrategias que conlleven a su eliminacion para el
afno 2030. En la misma linea, esta investigacion ofrece una base cientifica sobre la
inmunopatogenia de la enfermedad en el pais y pueden ser Utiles para orientar
desde el punto de vista clinico para realizar tratamiento oportunamente, evitar

complicaciones y posible desarrollo de vacunas.
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