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RESUMEN

La infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es
una de las epidemias que afectan a la poblacion mundial. La via sexual,
seguida de la via parenteral son las principales vias de transmision del VIH;
siendo el semen el vector responsable de la mayoria de las transmisiones
sexuales a nivel mundial. Actualmente, la cuantificacion de la carga viral en
la sangre se utiliza, en la practica clinica, para evaluar la eficacia de la terapia
y el control de la enfermedad. Sin embargo, se sabe que la cinética de la
replicacion viral del VIH en el compartimento sanguineo difiere de su
cinética en el compartimento seminal. Sin embargo, el VIH libre en el plasma
seminal parece ser el que resulta ser verdaderamente infeccioso, y dicha
infectividad depende de la carga viral. La presencia del virus en este
compartimento puede ser intermitente, independientemente del lapso de
tiempo de un resultado negativo en la muestra de sangre. De forma similar,
se ha encontrado ARN del VIH positivo en liquido seminal a pesar de existir

un resultado negativo para el ARN del VIH en la sangre.

El tiempo hasta la de supresion viroldgica varia en funcion del régimen
del TAR y el compartimento estudiado; siendo Inhibidores de la integrasa
(INIs) y regimenes basados en la rilpivirina los mejores en plasma seminal

seguido de inhibidores de la proteasa (IP).

A pesar de lo descrito anteriormente, lo que ocurre en el

compartimiento seminal no se entiende bien hasta la fecha. Por lo tanto, en
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RESUMEN

el presente estudio investigamos la cinética viral y las cuasispecies en
pacientes infectados por el VIH que inician la terapia antirretroviral (TAR)
con el doble objetivo de estudiar las cuasiespecies en plasma seminal y
sangre antes de iniciar el tratamiento antirretroviral y tras un mes de
tratamiento; asi como su comportamiento con las diferentes familias de

antirretrovirales en el plasma seminal y en la sangre.

Para ello se incluyeron varones mayores de 18 afios infectados por el
VIH sin tratamiento antirretroviral previo. En todos ellos se obtuvieron
muestras de sangre y plasma seminal antes del inicio del TAR (TO) y un mes
(T1) después del inicio del TAR y se registraron las siguientes variables:
edad, el sexo, las infecciones concomitantes de transmision sexual, la carga
viral del VIH (copias de ARN/ml), las resistencias basales y el recuento de
células CD4 (células/uLl), a través de la historia clinica y analiticas. El
régimen de tratamiento se registro al inicio del estudio (TO). La carga viral
del VIH, el recuento de CD4 y la diversidad del VIH se registraron en TO y
en T1. La diversidad de VIH se estudi6 en todas las muestras utilizando un
protocolo de secuenciacion masiva, registrandose Unicamente las
cuasiespecies que representaban mas del 5% de la poblacion. La diversidad

de la cuasiespecies del VIH se calcul6 utilizando el indice Shannon.

Miguel Angel Lépez Zufiga 20



RESUMEN

Se reclutaron cuarenta y siete pacientes infectados por el VIH naive al TAR,
con una mediana de edad de 30 afios, una carga viral media de 29.2513
copias (log 4.56) y un recuento medio de CD4 de 494 células/uL. En la fase
de reclutamiento (TO), 4 pacientes (8,51%) tenian signos clinicos de
infeccion aguda por VIH, 6 (12,8%) pacientes iniciaron un régimen basado
en los inhibidores de la transcriptasa inversa no nucledsidos (NNRTTI), 10
(21,3%) pacientes iniciaron un régimen basado en IP, y 31 (65,6%) pacientes

iniciaron un régimen basado en INIL.

Al 1inicio, pudimos secuenciar 47 muestras de sangre y plasma
seminal. El nimero medio de secuencias estudiadas en sangre fue de 68.458
(rango 58.307-79.352). El nimero medio de secuencias estudiadas en plasma
seminal fue de 65.435 (rango 54.675-73.669). Usando el limite del 5% pre-
configurado, el numero de cuasiespecies en la sangre fue menor que en el

compartimento seminal (p<0.01).

Respecto al nimero de cuasiespecies, se encontré una mediana de 4
(IQR 2-5) cuasispecies diferentes en el compartimento sanguineo, mientras
que una mediana de 6 (IQR 4-8) diferentes cuasispecies se encontraron en el
liquido seminal. Todos los pacientes, excepto uno, mostraron un mayor
numero de cuasiespecie en plasma seminal que en el compartimento
sanguineo. Del mismo modo, el indice Shannon fue mas alto en el

compartimento seminal que en la sangre (1,77 vs 0,64) (p<0.001).
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RESUMEN

Para caracterizar ain mas la evolucion de la diversidad viral tanto en
el compartimento seminal como en el compartimento sanguineo, estudiamos
la env en 33 pacientes para los que se tenian muestras en TO y TI1
emparejadas de sangre y plasma seminal. En TI1 (1 mes después del
tratamiento con ART), se encontrd una disminucidn significativa (p<0.001)
tanto en sangre (TO: 3[2-5] vs T1: 0[0-1]) como en plasma seminal (TO: 6[4-
7.5] vs T1: 0[0-2]). E1 ARN del VIH fue indetectable tanto en sangre como
en plasma seminal en 16 pacientes (48,5%). Se encontraron resultados
discordantes en 4/33 pacientes (12,1%) caracterizados por ARN VIH-1
detectable en el plasma seminal pero ARN VIH-1 indetectable en el plasma

sanguineo.

Los pacientes tratados con INI alcanzaron la indetectabilidad con
mayor probabilidad tanto en sangre como en plasma seminal (p<0.001) que
los pacientes tratados con un IP o con un régimen basado en NNRTI, incluso
partiendo (TO) de cargas sanguineas virales superiores a otros regimenes (INI
47.423 [4,502 339,750], IP 8.220 [4,730-42,700], NNRTI 46,300 [32,050-
83,650]). De igual forma, se produjo una disminucion en el numero de
cuasiespecies en ambas muestras (p<0.001) con INI, no encontrandose con

los PI ni con los NNRTI.

Por ello, concluimos que existe una mayor variabilidad genética en el

plasma seminal que en la sangre en el diagndstico de la infeccion VIH y al
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mes después de la iniciacion del TAR; y que la disminucion en el nimero
de cuasiespecies es mas eficiente con INI que con otros regimenes tanto en

sangre como en plasma seminal.
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SITUACION ACTUAL DEL VIH

1. INTRODUCCION AL VIH

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es el agente patogeno
causal del sindrome de la inmunodeficiencia humana adquirida (SIDA). Este
virus fue aislado por primera vez en 1983!, pero no fue hasta 1985, cuando
se desarrollo, por primera vez, una prueba serologica diagnostica capaz de
detectar el VIH. Un afio antes se aceptaba el término SIDA para referirse a
un sindrome denominado de la inmunodeficiencia adquirida, que estaba
causando, desde 1981, en hombres previamente sanos que tenian relaciones
sexuales con hombres, casos de infecciones oportunistas y enfermedades
neoplasicas, caracteristicamente, neumonia por Pneumocystis jirovecii y

sarcoma de KaposiZ.

En todos estos infectados se establecid un perfil comun, similar al que
presentaban pacientes infectados por el virus de la hepatitis B (VHB), que
tenia 4  caracteristicas  clinico-epidemioldgicas:  heroinomanos,
homosexuales, hemofilicos y hemotransfundidos®. El paralelismo con el

VHB propicid que se pensara en su trasmision sanguinea y sexual.

En 1987, cuatro afios después del primer aislamiento del virus, se
introdujeron los farmacos antirretrovirales en el tratamiento de estos
pacientes, viéndose revolucionado por la terapia antirretroviral combinada
(TARGA) en 1996. A pesar de la ausencia de una cura, la historia natural de

la enfermedad cambié radicalmente, y ahora, las personas con infeccion por
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SITUACION ACTUAL DEL VIH

VIH sin otras comorbilidades significativas que son tratadas antes de una
inmunosupresion significativa pueden esperar una esperanza de vida
proxima a la de la poblacidon general®. La atencion clinica en la prevencion
de la trasmision y el control de las enfermedades asociadas al riesgo
cardiovascular, que supone la principal causa de morbimortalidad en estos

tiempos, ocupan una parte importante del seguimiento de estos pacientes.
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SITUACION ACTUAL DEL VIH

2. ETIOLOGIA

2.1 Caracteristicas generales del VIH

El VIH pertenece a la familia de los retrovirus humanos, subfamilia
de los lentivirus. Los lentivirus son retrovirus ex6genos no oncogeénicos que
causan infecciones persistentes, dando lugar a enfermedades con largos
periodos de incubacion’.

Segtiin diferentes variantes genéticas, el VIH se divide en dos
tipos: VIH-1 y VIH-2. Paralelamente a la genética, su procedencia también
parece ser diferente. E1 VIH-1 procede de chimpancés y gorilas del Africa
occidental, mientras que el VIH-2 esta relacionados con el primate africano

del oeste; el mangabey gris®. Estos, a su vez, se dividen en grupos:

e El VIH-1 engloba los grupos: M, N, O y P. El Grupo M del VIH 1
tiene 9 subgrupos A-K y muchas formas recombinantes.

e El VIH-2 engloba los grupos A-H.

El VIH-1 es el responsable de la epidemia mundial de SIDA, mientras
que el VIH-2 es endémico del Africa Oriental, de paises como Senegal,
Gambia, Liberia, Ghana o Nigeria. Siendo este uUltimo muchos menos
virulento que el VIH-1, caracterizandose por viremias bajas y una menor

trasmisibilidad’.
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2.2 Estructura del VIH

La particula viral o virion tiene una estructura icosaédrica de un

didmetro 80-120nm. Su estructura se compone de tres capas (figura 1):

El virion se nutre de la célula hospedadora para elaborar una envoltura
lipidica, que contienen estructuras proteicas, como moléculas HLA
clase I y II o proteinas de adhesion, como la CAM-1, que también
conforman la envoltura Asi mismo en esta envoltura se insertan
diferentes complejos de glicoproteina (gp) formados por la union de
gpl120 y gp41, que conforman trimeros.

La cépside esta formada por la proteina p24 (p26 en VIH-2). La
proteina p24 es el antigeno mas facil de detectar y son los anticuerpos
contra ¢l, los que se utilizan para el diagnostico de infeccion por VIH-
1 por medio de ELISAS.

En el nucleo del virus se encuentra el genoma viral acompanado de
nucleoproteinas asociadas a la capside como pueden ser p7/p9 y de
multiples enzimas necesarias para su replicacion, principalmente:

transcriptasa inversa, proteasa e integrasa'.
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Membrana
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Figura 1. Estructura del VIH. Fuente: Fauci AS; Folker GKs; Lane HC. Enfermedad
por el virus de la inmunodeficiencia humana: sida y trastornos relacionados. En: Larry
Jameson J, Fauci AS,Kasper DL, Hauser SL, Longo DL, Losclazo J. Harrison. Principios
de Medicina Interna, 20e.New York, NY: McGraw-Hill; 2018. Figura 197-2, Estructura
del VIH-1: p 1396

El genoma del VIH estd formado por dos hebras idénticas de ARNm con
polaridad positiva, que contienen 3 genes fundamentales que codifican las
proteinas estructurales del virus (figura 2):
a) Gag que codifica las proteinas estructurales que forman el nucleo o
core del viridn, incluyendo p24
b) Pol que codifica las enzimas: proteasa, transcriptasa inversa e
integrasa, necesarias para la replicacion del virus.

c) Env que codifica las glucoproteinas de la envoltura
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d) Existen otros genes accesorios, asi como secuencias repetidas (LTR)

que participan en la patogénesis del virus permitiendo su integracion

en el genoma de la célula huésped

LTR
repeticion terminal larga

Contiene regiones de control
que fijan a los factores de
transcripcion del hospedador
(NF-xB, NFAT, Sp. 1, TBP)

Se requiere para iniciar

la transcripcion

Contiene al elemento de
reaccién de accion trans

del RNA (TAR) que fija a Tat

9ag

Pr55939

Poliproteina procesada por PR

MA,

CA,

NC,

pé

matriz (p17)

Experimenta miristilacién que
ayuda a dirigir a la poliproteina
gag hacia los transportadores
de lipidos

capside (p24)

Se fija a la ciclofilina A y CPSF6,

Objetivo de TRIMS«x
nucleocdapside (p7)

vif

factor de infectividad

viral (p23)
Supera los efectos
inhibidores de APOBEC3,
con lo que previene
hipermutaciones y la
degradacion del DNA viral

pol
polimerasa
Codifica a diversas enzi-

mas virales, entre ellas
PR (p10), RT y RNAasa
H (p66/51) e IN (p32),
todas ellas procesadas
por PR

Dedos de zinc, proteina fijadora de RNA

Regula los pasos finales en la
gemacion del virién a través de

su relacién con TSG101 y ALIX 1

Incorpora a Vpr en
las particulas virales

vpu

proteina viral U
Promueve la degra-
dacion del receptor
CD4 e influye en
la descarga de
los viriones
Supera el efecto
inhibitorio de
teterina

vpr

proteina viral R (p15)
Promueve el paro del
ciclo celular en G2
Facilita la infeccién
de los macréfagos

por el VIH

env

proteina gp160

de la envoltura viral
Se segmenta en el reticulo
endoplasmico hasta gp120
(SU) y gp41 (TM)
La proteina gp120 media
la fijacién en los receptores
CD4 y de quimiocina, en
tanto que la proteina gp41
media la fusién
Contiene el elemento de
respuesta al RNA (RRE)
que fija a Rev

nef
efector negativo (p27)

Promueve la regulacion
decreciente de la expresién
de superficie de los
receptores CD4 y MHC 1
Bloquea la apoptosis
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del viri6n
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rev tat
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génica viral (p19) transcripcion (p14)
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y CDKQ del hospedador
incrementa el alargamiento
de RNA Pol Il en la plantilla
del DNA viral

Figura 2. Genoma del VIH. Fuente: Fauci AS; Folker GKs; Lane HC. Enfermedad por el
virus de la inmunodeficiencia humana: sida y trastornos relacionados. En: Larry Jameson J,
Fauci AS,Kasper DL, Hauser SL, Longo DL, Losclazo J. Harrison. Principios de Medicina
Interna, 20e.New York, NY: McGraw-Hill; 2018. Figura 197-5, Organizacion del genoma del

provirus del VIH: p 1398

2.3 Ciclo bioldgico del VIH

El VIH penetra en el organismo a través de las mucosas, habitualmente

genito-oral, o de la sangre, infectando, principalmente, a linfocitos T CD4+,

células dendriticas y macréfagos. Esta infeccion celular estd mediada por

diferentes correceptores. Para que el virus penetre en la célula diana precisa
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SITUACION ACTUAL DEL VIH

que los trimeros de la glicoproteina gp120 y gp41, sufran un cambio en su
conformacion tras su unién a la molécula CD43. Esta primera union permite
la posterior interaccion de estos trimeros con receptores de quimiocinas
(CCRS5 y/o CXCR4)°, que actian como correceptores.

Independientemente del correceptor utilizado, esta pequefia cascada
permite que la glucoproteina gp41 modifique su conformacion y exponga
una region hidrofoba, denominada péptido de fusion, que se inserta en la
membrana celular y permite que la membrana del virus se fusione con la

membrana de la célula diana® permitiendo la entrada del virion (figura 3).

Célula T CD4"

Fusion con
la membrana

Union al
gpa1 receptor

Virién del VIH

Figura 3. Proceso de fijacion y fusion del VIH mediante la interaccion de gp120 con
los receptores celulares. Fuente: Fauci AS; Folker GKs; Lane HC. Enfermedad por el virus
de la inmunodeficiencia humana: sida y trastornos relacionados. En: Larry Jameson J, Fauci
AS,Kasper DL, Hauser SL, Longo DL, Losclazo J. Harrison. Principios de Medicina Interna,
20e.New York, NY: McGraw-Hill; 2018. Figura 197-4, Fijacion y fusion del VIH-1 con su célula
blanco: p 1398
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En el citoplasma, las enzimas de la nucleoproteina se activan y rompen
el nucleo nucleoproteico del virus, liberando el genoma y la retrotrancriptasa
virica, lo que permite la trancripcion del ARNm en ADN virico.
Posteriormente, la integrasa virica cataliza la integracion del genoma virico

en el ADN celular.

El ADN del VIH-1 integrado se denomina provirus, la actividad del
mismo puede variar, pudiendo estar latente!’, es decir, no transcribirse
durante meses o afios, teniendo una produccidon escasa o nula de nuevos
viriones; o puede transcribirse y, tras la intervencion de la proteasa que
procesa el virus, dar lugar a la formacion de nuevos virus, tras adquirir la
envoltura externa a partir de la membrana celular, liberdndose finalmente los

virus y produciéndose la muerte celular.

La ultima fase en la conformacion de nuevos virus es el anclaje de
poliproteinas gag-pol a la membrana plasmdatica de la célula y a las
poliproteinas ARN del virus, siendo este ultimo envuelto por las
poliproteinas gag-pol y, paralelamente, de la membrana de la célula,

adquiriendo su envuelta mediante gemacion.

Se extiende por el tejido linfoide local (principalmente, el epitelio
cervicovaginal, tonsilar y adenoidal'!) y a los pocos dias, se produce una

replicacion viral con viremia y diseminacion al tejido linfoide periférico.
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EI RNA del VIH, transcriptasa
reversa, integrasa y otras
proteinas virales entran a la
célula hospedadora.

0

Complejo
preintegracion -«

p .-' -\.
. °
m . = = RNA viral
Transcriptasa

* inversa

EIRNA Y
proteinas virales
nuevos se desplazan

el virién inmaduro.

a la superficie celular
y empieza a formarse

DNA
del hospedador

Nuevo RNA viral

El nuevo RNA viral
se usa como RNA
genémico y para pro-
ducir proteinas virales.

Figura 4. Ciclo de replicacion del VIH. Fuente: Fauci AS; Folker GKs; Lane HC.
Enfermedad por el virus de la inmunodeficiencia humana: sida y trastornos relacionados. En:
Larry Jameson J, Fauci AS,Kasper DL, Hauser SL, Longo DL, Losclazo J. Harrison. Principios
de Medicina Interna, 20e.New York, NY: McGraw-Hill; 2018. Figura 197-3, Ciclo de replicacion

del VIH: p 1397

Este paso al tejido linfoide periférico supone la linea roja para

considerar la infeccion como irreversible.
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2.4 Diversidad genética v concepto de cuasiespecies

Toda esta cascada de replicacion virica y formacion de nuevos
viriones estd asociada a una alta tasa de error de la transcriptasa inversa viral
(RT), altas tasas de replicacion de virus y eventos de recombinacion
homologa'?; lo que conlleva una gran variabilidad e inestabilidad genética.
Esto implica que el sistema inmune sea incapaz de generar mecanismos de

eliminacion y/o destruccion del virus.

Estas variaciones minimas generan diferentes virus pero intimamente
relacionados geneticamente entre si. A estas diferentes variantes se les
denomina cuasiespecies'®!*. Dichas variantes estan influenciadas por las
tasas de mutacion durante la replicacion viral y en algunos casos también por
recombinacion molecular y reordenamiento del segmento gendémico'>. Cada
una de estas variantes tienen unas caracteristicas determinadas, pudiendo
generar una mayor replicacion'® o, potencialmente, generar algun tipo de
resistencia a firmacos o perdurar mas en determinados compartimentos. Esto
conlleva una seleccion “natural” de las cuasiespecies viricas mas resistentes
a las presiones ejercidas sobre ellas!'’, permitiendo la adaptacion de las
cuasiespecie y su persistencia en el huésped y la capacidad de superar otras
variantes menos adaptadas'®. Esta capacidad de mutar y generar nuevas
cuasiespecies supone un reto a nivel clinico y preventivo ya que, hasta la

fecha, estas mutaciones permiten al virus eludir la respuesta inmunitaria.
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3. EPIDEMIOLOGIA

El binomio formado por la infeccion por el VIH y el SIDA, presente
en todo el mundo, representa un dramatico problema de salud mundial, con
una mortalidad acumulada que supera los 35 millones de personas y una
mortalidad anual mayor de 1 millén de personas'®. Habiendo una incidencia

acumulada de actualidad de 76 millones de casos.

Su extension y morbimortalidad es mayor en paises en vias de
desarrollo, sobre todo en Africa y sudeste asiatico (donde se encuentran el
77% de los afectados mundiales'®), donde la escasez de recursos y acceso a
la sanidad hacen del VIH/SIDA un drama. En los tltimos afios esta habiendo
un descenso del numero de nuevos casos respecto al inicio de la pandemia y
una disminucidon de la mortalidad en aquellos paises que tienen acceso al
tratamiento antirretroviral, ain asi se registran mas de 2 millones de casos

nuevos anuales'?.

3.1 Factores de riesgo e infectividad

La infeccion por VIH implica de forma preceptiva el intercambio de
fluidos sanguineos o genitales entre huésped y receptor. Se han descrito
diversas vias infectivas por VIH: consumidores de drogas inyectables, los
receptores de productos sanguineos y los trabajadores sanitarios con

exposicion a pinchazos con aguja con sangre infectada o transmision
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perinatal y la via sexual®’; siendo, actualmente, esta tltima la principal via.
La trasmision sexual es mayoritariamente heterosexual en los paises en vias
de desarrollo; mientras que en Europa y Estados Unidos la mayoria de las
infecciones son por via homosexual, habiendo disminuido de forma drastica
en estos paises la infeccion en adictos a drogas por via parenteral ADVP,

aunque esta cogiendo fuerza en los paises de la antigua Union Soviética, de

Europa del Este y algunas zonas de EEUU.

En relacion a la via sexual, la infectividad va a depender,
principalmente, de la carga viral (mucho mas altas en pacientes en periodo
de primoinfeccion). La carga viral sanguinea y en liquido seminal parece
seguir un patrén similar, aunque no siempre, adquiriendo los niveles mas
altos 20 dias después de la infeccidon o seis dias después de la aparicion de
los sintomas para aquellos con un sindrome retroviral agudo®'-?2%. Asi
mismo existe un mayor riesgo de transmisidon en practicas sexuales que
pudieran conllevar ruptura de la integridad mucosa, como son la relaciones
entre varones homosexuales; y obviamente, un mayor riesgo a mayor
nimero de contactos sexuales’®. Otro factor que conlleva una mayor
infectividad es la presencia de otras infecciones de trasmision sexual (ITS),
destacando aquellas que cursan con lesiones ulcerosas como el virus herpes

25,26

simple o la sifilis*>*®, sin ser esto un factor excluyente?’.

Miguel Angel Lépez Zufiga 38



SITUACION ACTUAL DEL VIH

Estas dos, la sexual y la sanguinea, suponen las dos principales vias
de adquisicion de la enfermedad. Muchas personas que usan drogas
inyectables también participan en conductas sexuales de riesgo, como el sexo
sin proteccidon y el sexo con multiples parejas, que aumenta el riesgo de

infeccion por VIH?,

Por ultimo, los varones sin circuncision parecen tener una mayor tasa
de adquisicion del virus?®2%3!; se teoriza que esto pudiera deberse a la alta
presencia de células de Langerhans y los macrofagos, entre otras, en el
prepucio masculino®?. Sin embargo, no ha demostrado disminuir el riesgo de
transmitir la enfermedad??, si bien en este estudio las infecciones trasmitidas
en pacientes circuncindados fueron en los primeros 6 meses tras la cirugia,

hecho que pudiera estar relacionado con la no correcta cicatrizacion y la

existencia de componente sanguineo.

Los factores de riesgo, que pueden influir en la infeccion tras la
exposicion involuntaria a la sangre de un infectado, varian ampliamente
dependiendo del tipo de exposicion (tabla 1). Los factores que influyen en
la adquisicion de la infeccion van a ser: la carga viral del paciente infectado,
el tipo de aguja, una lesion profunda, lesion con un dispositivo que estaba
visiblemente contaminado con la sangre del individuo de origen, lesion con
una aguja que habia sido colocada en una vena o arteria, y enfermedad

terminal en el individuo de origen®*.
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La posibilidad de transmision materno-fetal, sin tratamiento
antirretroviral a la madre durante el embarazo, esta en torno al 25%. Con el
tratamiento antirretroviral a la madre, programacion de cesarea cuando la
carga viral de la madre es mayor de 1000 copias/ml en el parto y con la
administracion de zidovudina (ZDV) a la madre en el parto por via
intravenosa y al recién nacido en solucion durante 6 semanas, la tasa de
transmision materno-fetal estd por debajo del 1%. La lactancia materna debe
evitarse en la medida de lo posible en los paises en vias de desarrollo y esté
totalmente prohibida en los paises desarrollados. Si no puede prescindirse de
la lactancia materna, es necesario que la madre est¢ en tratamiento

antirretroviral con asociacion de tres farmacos totalmente eficaces.
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Ruta de exposicion Riesgo (%)
Exposicion | Trasmision sanguinea 90%
a sangre Uso de drogas inyectables compartiendo agujas | 0,0066%
Aguja percutanea 0,0022%
Exposicion de la membrana mucosa a la sangre | 0,001%
(p- Ej., Salpicaduras en los 0jos)
Exposicion | Coito anal receptivo 0,013%
sexual Sexo anal insertivo 0,0011%
Coito receptivo pene-vaginal 0,0008%
Sexo penetrante pene-vaginal 0,0004%
Receptivo o insercion sexual pene-oral <0,0004%
Otro Morder, escupir, arrojar fluidos corporales Anecddtico
(incluyendo semen y saliva), compartir
juguetes sexuales.

Tabla 1. Estimacion de riesgo segun la exposicién. Modificado de Cohen, MS. HIV
infection: Risk factors and prevention strategies En: Bartlett JG, ed. UpToDate. Waltham, Mass.:

UpToDate, 2020.

https://ws003.sspa.juntadeandalucia.es:2060/contents/hiv-infection-risk-

factors-and-prevention-.strategies?search=risk%20factor%20vih&source=search_result&
selectedTitle=1~150&usage type=default&display rank=1 Consultado el 14 Marzo de 2020.
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4. PATOGENIA Y MANIFESTACIONES CLINICAS
La sucesiva replicacion virica y contagio de nuevos linfocitos CD4,
implica un deterioro funcional y pérdida de los mismos, produciéndose, con
el tiempo, una profunda inmunodepresion, que da nombre al sindrome que

provoca.

La enfermedad puede dividirse en tres periodos:

e Primoinfeccion o sindrome retroviral agudo. En el momento de la
infeccion inicial por VIH, los pacientes tienen un gran nimero de
células T CD4+ sanas pero susceptibles y ninguna respuesta
inmunitaria especifica ante el VIH. Por lo tanto, la replicacion viral es
rapida; los niveles plasmaticos de ARN del VIH pueden subir a mas
de 107 copias/ml y los niveles de antigeno p24 pueden superar los 100
pg/ml*?.

Este periodo, a menudo asintomatico, puede cursar con clinica de
mononucleosis infecciosa (fiebre, linfadenopatia, dolor de garganta,
erupcion cutanea, mialgia/artralgia, diarrea y dolor de cabeza) que
puede acompanarse ademas de  muguet, exantema,
meningoencefalitis o diarrea, etc. Esta clinica de primoinfeccion,
puede aparecer en los primeros dias o semanas tras la adquisicion de
la infeccidn, coincidiendo con el momento en que la viremia es

maxima. Existe evidencia de que la presencia de sintomas graves>®*’

Miguel Angel Lépez Zufiga 43



SITUACION ACTUAL DEL VIH

o la enfermedad sintomatica prolongada (>14 dias)*® durante la
infeccidon aguda predice una progresion clinica mas rapida al
sindrome de inmunodeficiencia adquirida SIDA

e Posteriormente se entra en la de latencia clinica o fase cronica. En esta,

el paciente suele estar asintomatico durante varios afios, y se
caracteriza por la estabilidad relativa de la viremia y el descenso
progresivo de los CD4. Cada paciente alcanza un nivel de viremia
entre los 6 meses y 1 afio, que es predictivo de la velocidad de
progresion (si el enfermo no recibe ningln tratamiento
antirretroviral)®®. En esta etapa se pueden desarrollar una serie de
entidades que no son definitorias de SIDA, clasificadas en la categoria
B (tabla 2)
En ausencia de terapia antirretroviral (TAR), el tiempo promedio
desde la adquisicion del VIH hasta un recuento de células CD4 <200
células/uL es de aproximadamente 8 a 10 afos. Posteriormente, la
adquisicion de la condicion de SIDA, una vez que el recuento es
inferior a 200 células/uL, se estima en 12-18 meses®.

e Tras una media de 10 afos, la inmunodeficiencia que tiene el paciente
es de la suficiente envergadura como para desarrollar infecciones
oportunistas y tumores, incluidas en la categoria C (fabla 2), y que,
por lo tanto, definen a la enfermedad como SIDA (fabla 3); que sin

tratamiento, llevara, irremediablemente, al fallecimiento del paciente.
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Previamente al desarrollo de estas infecciones oportunistas, los
pacientes pueden desarrollar sintomas constitucionales inespecificos
como fatiga, sudoracion o pérdida de peso, acompaniados de una
linfadenopatia generalizada caracterizada por ser generalmente
simétricos, modestamente agrandados, moéviles, indoloros, elasticos y
se encuentran en las cadenas cervical, submandibular, occipital y

axilar®!,

+Sindrome agudo por VIH

Muerte
Diseminacion amplia del virus
Siembra de los 6rganos linfoides Enfermedades
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Figura 5. Evolucion tipica del paciente infectado por VIH sin TAR.
Fuente: Fauci AS; Folker GKs; Lane HC. Enfermedad por el virus de la
inmunodeficiencia humana: sida y trastornos relacionados. En: Larry
Jameson J, Fauci AS,Kasper DL, Hauser SL, Longo DL, Losclazo J.
Harrison. Principios de Medicina Interna, 20e.New York, NY: McGraw-
Hill; 2018. Figura 197-17, Evolucion tipica de individuos infectados con
VIH, sin tratamiento: p 1407

Atendiendo a las enfermedades oportunistas y al nimero de CD4 que

presentan los pacientes, se incluyen a los pacientes en la clasificacion en
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estadios de la CDC (USA) o segln el criterio seguido en Europa. Existiendo

diferencias entre ambos. Todo paciente en categoria clinica C es considerado

SIDA en ambos casos; afiadiendo en USA también los pacientes <200

CD4/puL o <14% CD4-+.

Categoria clinica A

Enfermedad asintomatica
Clinica de Primoinfeccion por VIH
Linfadenopatia Generalizada

Categoria clinica B

Candidiasis oral

Candidiasis vulvovaginal recurrente/persistente o con mala respuesta
Leucoplasia oral vellosa

Herpes zoster 2 episodios o 1 episodio que afecte a 2 metameras
Fiebre sin foco o diarrea de > 1mes

Enfermedad pélvica inflamatoria (especialmente formas complicadas)
Puarpura trombopénica

Displasia cervical (moderada o grave) o carcinoma in situ
Neuropatia periférica

Listeriosis

Angiomatosis bacilar

Categoria clinica C

Neumonia recurrente

Bacteriemia recurrente por Salmonella no thyphi
Tuberculosis pulmonar y extrapulmonar o diseminada
Infeccion diseminada por M. avium, kansasii u otras micobacterias
extrapulmonares o diseminadas

Candidiasis esofagica, traqueal, bronquial o pulmonar
Cocciodiomicosis pulmonar o linfatica

Neumonia por Pneumocystis jirovecii

Criptococosis extrapulmonar

Criptosporidiasis con diarrea > 1 mes

Isosporiasis cronica
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» Toxoplasmosis cerebral

» Citomegalovirus no hepatico /ganglionar

« Sarcoma de Kaposi
* Linfoma no Hodgkin

e (Carcinoma cervical invasiva

* Sindrome de caquexia

* Leucoencefalopatia multifocal progresiva

* Encefalopatia por VIH

* Herpes simple con lesion prolongada o extracutanea

Tabla 2. Categorias clinicas en pacientes VIH.

Estadios A B C
1 (>500 CD4/uL) Al Bl Cl
2 (200-500 CD4/uL) A2 B2 C2
3 (<200 CD4/uL o <14% CD4%*) A3 B3 C3

Tabla 3. Estadios evolutivos y clasificatorios de SIDA. En gris, los casos considerados

como SIDA en USA. *El porcentaje para catalogar el estadio solo se utiliza en USA.
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5. DIAGNOSTICO
Ante un paciente en el que se sospecha una posible infeccion por VIH,
es obligado el diagndstico de la misma y el estudio de posibles contactos*?.
El diagnédstico de laboratorio de la infeccion por el VIH depende de la
posibilidad de demostrar la presencia de anticuerpos, la deteccion del VIH o
de sus componentes. Esta capacidad de deteccion y el uso de unas u otras
técnicas va a depender, principalmente, del tiempo que haya pasado desde la

fecha del posible contagio (tabla 4).

Test Objeto de deteccion Dias aproximados
hasta positividad
Inmunoanalisis enzimatico
1* generacion Anticuerpos IgG 35-45
2% generacion Anticuerpos IgG 25-35
3% generacion Anticuerpos IgM e 20-30
IgG
4 generacion Anticuerpos IgM e 15-20
IgG y antigeno p24
Western Blot
Anticuerpos IgM e 35-50 (indeterminado)
IgG 45-50 (positivo)
Deteccion de carga viral
Sensibilidad > 50 ARN 10-15
copias/ml
Ultrasensibilidad 1-5 ARN 5
copias/ml

Tabla 4. Detectabilidad de la infeccion VIH segun técnica y tiempo. Fuente: Sax, PE.
Acute and early HIV infection: Clinical manifestations and diagnosis . En: Bartlett JG,
ed. UpToDate. Waltham, Mass.: UpToDate, 2020.
https://ws003.sspa.juntadeandalucia.es:2060/contents/acute-and-early-hiv-infection-clinical-
manifestations-and-

diagnosis?search=VIH&source=search result&selectedTitle=1~150&usage type=default&disp
lay rank=1. Tabla 2. Time to positivity of HIV diagnostic tests.
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Hablamos de seroconversion para referirnos al tiempo en el que el
desarrollo de anticuerpos contra el VIH es detectable en el laboratorio. Para
cada anticuerpo existira un tiempo a la seroconversion dado, en funcion de
la técnica de deteccion utilizada, siendo menor a medida que las pruebas

seroldgicas van adquiriendo mayor sensibilidad.

Actualmente, en Espafia, para el diagnostico en poblaciones cuya
prevalencia es inferior al 10%, se recomienda el uso de tres técnicas con
distinto principio o base antigénica, siendo obligado que una de ellas sea el
Western Blot. Para diagnosticar a una persona como positiva las tres pruebas
deben ser positivas®. En la figura 6 se refleja el algoritmo diagnostico de la
infeccion VIH*®. Excepciones, contempladas en el algoritmo son, la
primoinfeccion menor a las dos semanas, en las que el Western Blot no es
sensible y por tanto se hara confirmacion con la deteccion de carga viral; y
aquellos en los que el Western Blot es indeterminado, donde necesitaremos

nuevamente de la carga viral.
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Técnica de 4.2 generacion I

Positivo Negativo
‘ Segundo suero‘ | Informar Negativo | Sospecha de primoinfeccion

Agp24/ADN proviral
(Carga Viral) Y Seguimiento

| 2 Técnicas: 4.2 y 3ageneracion ‘

v v v
Confirmacién con WB Confirmacién con WB
l l i Repetir 1.2 muestra
¢ . ) ) Pedir nuevo suero para
iti Positivo Indeterminado Negativo descartar error de muestra
Positivo -
l (valorar patrén) ‘

|
¢ Agp24/ADN proviral

v
(Carga Viral) Agp24/ADN proviral
ﬁ (Carga Viral)

Positivo Negativo Positivo Negativo
Informar Positivo Nueva muestra Nueva muestra Nueva muestra
Seguimiento Seguimiento Seguimiento Seguimiento
Posible primoinfeccion Posible primoinfeccion

Figura 6, Algoritmo del diagnéstico de infeccion VIH. Fuente: Garcia F, Alvarez M,
Bernal C, Chueca N, Guillot V. Diagnoéstico de laboratorio de la infeccion por el VIH, del
tropismo viral y de las resistencias a los antirretrovirales. Enferm Infecc Microbiol Clin.
2011;29(4):297-307. Figura 2, Algoritmo del diagndstico de infeccion VIH; p. 301.

En todo paciente diagnosticado de VIH se debera realizar una historia
clinica completa, incluyendo en la anamnesis alergias medicamentosas,
habitos sexuales y consumo de toxicos (incluidas las drogas asociadas a
Chemsex), antecedentes de ITS, -evaluacion de vacunaciones,
comorbilidades y evaluacion del riesgo cardiovascular, medicacion
concomitante, consumo de productos de herboristeria o terapias
complementarias y uso previo de farmacos antirretrovirales; pais donde ha
vivido, viajes recientes, animales domésticos, soporte socio-familiar, nivel
de estudios y evaluacion de la necesidad de apoyo psicoldgico o psiquiatrico.

En las mujeres, ademads, se deben investigar aspectos relacionados con el
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deseo reproductivo, ciclo menstrual y la menopausia, uso de métodos

anticonceptivos y resultados de controles ginecologicos previos. La

evaluacion clinica inicial es una ocasion muy importante para realizar

estudio de contactos y establecer una relacion médico-paciente efectiva y

duradera y aconsejar habitos saludables para evitar la transmision del VIH*,

5.1 Pruebas a realizar cuando se diagnostica una infeccion por el VIH

A continuacion, se enumeran las pruebas complementarias a realizar

cuando se diagnostica una infeccion por el VIH:

Carga viral del VIH-1. A las 4 semanas del inicio o cambio del TAR
y posteriormente cada 3-6 meses.

Poblaciones linfocitarias: determinacion de linfocitos T CD4+,
linfocitos T CD8+ y cociente CD4+/CD8+; con el objetivo de conocer
el estado inmunoldgico del paciente.

Estudio genotipico de resistencia previo a la administracion de TAR,
aunque no es necesario esperar a conocer su resultado para iniciar el
TAR, excepto si se va a iniciar €ste con Inhibidor transcriptasa inversa
no nucledsido (ITINN)*,

HLA B*570, necesario para conocer la posibilidad de uso de Abacavir
(ABC)

Tropismo viral; necesario para el potencial uso de Maraviroc (MRV)
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e Hemograma, Estudio basico de coagulacion, Bioquimica sanguinea,
perfil metabdlico 6seo (Ca, P y Vitamina D), analisis elemental de
orina y sedimento y bioquimica en muestra aislada de orina:
proteinuria y cociente proteina/creatinina

e (alculo del riesgo cardiovascular (RCV)

e G6PD (si origen africano o asiatico)

e Estudio de co-infecciones

o Serologia de VHA (IgG), VHB (HBsAg, anti-HBs, anti-HBc),
VHC.
o PPD o IGRA.

o Cribado de ITS.

Pruebas complementarias:
o Radiografia de torax
o Electrocardiograma
o Citologia anal y/o cervical uterina
o Segun comorbilidades debera realizarse: Ecografia hepatica +
Elastografia hepatica, Eso6fago-gastroscopia, Densitometria,
Célculo de riesgo de fracturas por fragilidad 6sea mediante

FRAX.
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5.2 Implicaciones de salud publica

El desconocimiento del paciente de que esta infectado tiene graves
consecuencias clinico-sociales. Al no ser conscientes de su afeccién, no
pueden tomar precauciones y continlan participando en actividades
sexuales de riesgo y compartiendo agujas, poniendo a otras personas en
peligro; paralelamente, estos pacientes presentan una mayor carga viral, en
sangre y secreciones genitales, en los primeros afios de infeccion, lo que les
hace altamente infectivos (con una carga viral sérica de ARN de 10*-10%/ml
en comparacion con 30.000-50.000 copias/ml en la infeccion crénica sin
tratamiento)****’; lo que conlleva una tasa de transmisiéon 9 a 15 veces
mayor que el riesgo de transmision durante la infeccion cronica®.
De igual manera, las mujeres embarazadas que no son conscientes de su
infeccion y por tanto no reciben un diagndstico y tratamiento adecuados,

presentan un mayor riesgo de transmitir el VIH perinatalmente®.

La importancia del diagnostico precoz radica en la capacidad de parar
la propagacion de la infeccidn, gracias al inicio precoz del TAR. Sin
embargo, el diagnostico de infeccion aguda o precoz por el VIH se realiza
con poca frecuencia en la practica clinica. Esto puede deberse a la nula o
escasa sintomatologia autolimitada que pueden presentar estos pacientes; al
tabu que sigue suponiendo esta enfermedad y la incomodidad presente en

muchos profesionales a la hora de interrogar sobre conductas sexuales y
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consumo de drogas, asi como la representacion de este mismo tabu desde el
paciente hacia el médico; todo ello junto a la falta de consciencia en la

necesidad del diagndstico precoz de estas enfermedades.

Es de vital importancia mantener un alto grado de sospecha al
considerar la posibilidad de infeccion aguda por VIH en pacientes con
enfermedades febriles mal definidas, independientemente de los factores de

riesgo aparentes.

Se debe aconsejar a todos los pacientes con sospecha o confirmacion
de infeccion aguda o precoz por el VIH que adopten comportamientos que
protejan contra la transmision del VIH, incluido el uso constante y correcto
del preservativo y evitar el uso compartido de material propio del uso de

drogas inyectables, asi como el inicio precoz del tratamiento antirretroviral.
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6. TRATAMIENTO

6.1 Objetivo del tratamiento

Actualmente no existe un tratamiento curativo para la infeccion por
VIH, dado que presenta una amplia variabilidad genética y se encuentra
integrado en células de nuestro propio organismo en forma de ADN. El
tratamiento o terapia anti-retroviral (TAR) del que disponemos pretende “la
maxima y mas duradera supresion de la carga viral, restablecer y preservar
la funcidén inmunoldgica, reducir la morbilidad asociada a la replicacion del
VIH y su efecto sobre otras comorbilidades, aumentar la supervivencia
(figura 7) y prevenir la transmision del VIH”*+? de estos pacientes a otros

seronegativos.
- Cobertura del tratamiento contra === Muertes relacionadas con

el VIH (todas las edades) el sida (todas las edades)

30

201

Cobertura del tratamiento antirretroviral (%)

10

Numero de muertes relacionadas con sida (millones)

0 0
2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 20092010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

Figura 7. Incidencia del TAR en la mortalidad 2000-2016. Fuente: Fauci AS; Folker GK;
Lane HC. Enfermedad por el virus de la inmunodeficiencia humana: sida y trastornos
relacionados. En: Larry Jameson J, Fauci AS,Kasper DL, Hauser SL, Longo DL, Losclazo J.
Harrison. Principios de Medicina Interna, 20e.New York, NY: McGraw-Hill; 2018. Figura 197-
12, Cobertura global con tratamiento antirretroviral y nimero de muertes relacionadas con el sida,
2000-2016: p 1405
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Atendiendo a los objetivos marcados previamente, tan pronto como
sea posible, se debe iniciar el TAR en todos los pacientes con infeccidon por
VIH-1, con o sin sintomatologia, y con independencia del numero de
linfocitos T CD4+, incluso en pacientes con cifras de CD4+ > 500/ul o

infeccidn reciente.

En la practica clinica habitual, el inicio de tratamiento suele retrasarse
hasta el conocimiento de las potenciales resistencias que pudiera presentar el
enfermo. Sin embargo, cada vez es mas frecuente la estrategia test and treat’’
donde se plantea el inicio de TAR inmediato tras el diagnodstico, ya sea por
una pobre situacion clinica o por la ansiedad que este diagndstico pudiera
generar en nuestro paciente; en estas ocasiones, en las que no disponemos de
toda la informacion necesaria para la seleccion de TAR, este tratamiento
debera cumplir**: “buena tolerabilidad; no requerir estudio previo de HLA-
B*5701; minimo riesgo de interacciones farmacologicas; alta probabilidad
de mantener actividad antiviral en presencia de carga viral plasmatica (CVP)
elevadas, cifras bajas de linfocitos T CD4+ o de virus con mutaciones de
resistencia basales; y capacidad de suprimir VHB en caso de coinfeccion por

este virus”.

Como se expresaba anteriormente, ciertos pacientes pudieran
beneficiarse de una terapia precoz si su situacion clinica es precaria, esta

situacion puede venir definida por presentar: “una carga viral >50.000
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copias/mL, cociente CD4/CD8 <0,5, edad igual o mayor a 50 afios?,
pacientes con comorbilidades cuya progresion se ve facilitada por la propia
infeccion por VIH-1 (como cirrosis hepatica, hepatitis cronica por VHC,
existencia de RCV elevado, los tumores no relacionados con el SIDA y los
trastornos neurocognitivos), asi como en mujeres embarazadas; en la
coinfeccion por VHB o las parejas serodiscordantes que deseen disminuir al

maximo el riesgo de transmision del VIH (indetectable = intransmisible) 44,

En aquellos pacientes, denominados controladores de ¢lite, que
mantienen carga viral indetectable de forma mantenida sin TAR, no existe

informacion suficiente que permita valorar el efecto beneficioso del TAR.

6.2 Grupos farmacoldgicos

Existen 7 grupos de tratamiento antirretroviral con uso habitual frente
al VIH, cada uno de ellos actta frente un punto diferente del ciclo vital del

VIH (ver figura 8).

1. Inhibidores de la transcriptasa inversa andlogos de nucledsidos/tidos
(ITIAN). En Espaiia estan comercializados seis ITIAN: Zidovudina
(ZDV), didanosina (ddl), Estavudina (d4T), Lamivudina (3TC),
Emtricitabina (FTC), Abacavir (ABC) y Tenofovir (TFV). Este Gltimo

es un andlogo de nucleétido, y puede coformularse como Tenofovir
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HIV attachme
to host cel
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Figura 8: Locus de actuacion de los diferentes fairmacos antirretrovirales. Fuente:
O’Halloran JA. Chapter 38Comprehensive reviews of infectious diseses. En: Spec A,
Escota G,Chrisler C, Davies B. Edimburg. Elselvier 2020. Antiretroviral therapy.. Pag
565

fumarato (TDF) y tenofovir alafenamida (TAF); la mayor diferencia
entre ambos reside en que TAF requiere menores dosis, puede ser
usado en insuficiencia renal, con filtrados >30ml/min, y por haber
demostrado una menor toxicidad renal y menor reduccion de la

densidad mineral dsea que TDF>3-4,

Los ITTAN suponen la base del TAR, aportando, en la mayoria de
las combinaciones, dos farmacos, que debieran administrarse en
preparados coformulados, estas combinaciones son: FTC/TDF,
FTC/TAF y ABC/3TC. NO existen estudios que demuestren una

mayor eficacia de una de estas combinaciones frente a la otra, aunque
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si una mayor frecuencia de discontinuaciones debidas a efectos

adversos con ABC>.

2. Inhibidores de la integrasa (INI). Existen cinco INI con aprobacion
para su uso como TAR de inicio: Raltegravir (RAL), Elvitegravir
(EVG), Dolutegravir (DTG), Bictegravir (BIC™) y Cabotegravir. Estos
pueden utilizarse en la mayoria de pacientes con una elevada eficacia
y un riesgo bajo de toxicidad e interacciones en comparacion con otras
pautas. Ademas, se ha observado una mayor rapidez en la supresion
virologica con las pautas que incluyen un INI en comparacion con
otras familias de FAR, por ello todas las pautas de inicio preferentes
incluyen este tipo de farmacos (fabla 5). Existen varias
coformulaciones junto a 2 ITTAN que permiten una mayor adherencia
y comodidad (DTG+ABCH3TC / EVG-c+TNF+FTC / EVG-

c+tTAF+FTC / BIC+FTC+TAF).

Cabe destacar varias diferencias entre ellos: EVG es el unico que
debe ir potenciado con Cobicistat (¢c) (EVG-c). Siendo, asi mismo,
importante destacar que DTG presenta una barrera a las resistencias
superior a la RAL y EVG, tanto en triple como en bi-terapia, como

han demostrado diversos ensayos clinicos, donde no se ha observado

* Bictegravir ni cabotegravir no estaban comercializados en el momento que se realizé
el estudio que presenta esta tesis doctoral.
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una seleccion de mutaciones de resistencia con DTG en TAR de
inicio*. EVG no constituiria una terapia de inicio preferente pero si

alternativa (tabla 6).

Recientemente han sido publicados dos estudios>®®’

con
Cabotegrabir, un nuevo INI, de accion prolongada que se administra

junto a Rilpivirina.

3. Inhibidores de la transcriptasa inversa no nucleosidos (ITINN).
Tenemos disponibles cuatro ITINN comercializados (Nevirapina
(NVP), Evafirenz (EFV), Etravirina (ETR) y Rilpivirina (RPV)), y
uno, doravirina® (DOR), aprobado pero pendiente de comercializacion
en Espania. NVP, EFV y ETR, son inductores de algunos isoenzimas
del citocromo P450 y, por tanto, pueden interaccionar con otros
farmacos metabolizados por esta via. Existen coformulacion con EFV
+ FTC+TDF / RPV + FTC/TDF o con FTC/TAF, DOR saldra al
mercado coformulado con 3TC+TDF. Actualmente no se considera
preferente ninguna pauta basada en ITINN (A4-I1I). RPV no debe
utilizarse en pacientes con CVP >100.000 copias/mL (A4-1)

4. Inhibidores de la proteasa potenciados (IP). En la actualidad existen

seis IP/p (con Ritonavir (r) o cobicistat) disponibles para el uso en la

T Doravirina no estaba comercializado en el momento que se realizo el estudio que
presenta esta tesis doctoral.
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practica clinica: Atazanavir (ATV), Darunavir (DRV), Lopinavir
(LPV), Fosamprenavir (FPV), Saquinavir (SQV) y Tipranavir (TPV).
Los IP son inductores e inhibidores del citocromo P450 vy
frecuentemente pueden originar interacciones farmacologicas. Existen
presentaciones coformuladas de DRV/c y ATV/c. Los IP se
caracterizan por una elevada barrera genética que dificulta la seleccion
de mutaciones de resistencia aun en situaciones desfavorables como
la baja adherencia. Por otra parte, se asocian a hiperlipidemia, aunque
en menor medida en el caso de ATV y DRV. DRV/c se encuentra
coformulado en un comprimido unico, asi como con FTC/TAF
(DRV/c/FTC/TAF).

5. Inhibidores de la entrada: Maraviroc (MVC) es el Uinico antagonista
del correceptor CCRS5 del que disponemos. Se debe prescribir
exclusivamente en los pacientes con infeccion por cepas del VIH-1
que sean R5-tropicas. El tropismo del VIH-1 se analiza habitualmente
con métodos genotipicos, que determinan la secuencia de la region V3
de la envuelta viral (gp120)3.

6. Inhibidores de la fusion: Solo existe un farmaco comercializado, con
escaso uso en la practica clinica, Enfuvirtida (ENF).

7. Anticuerpos monoclonal frente al CD4. Su uso es intravenoso, en
pacientes con multirresistencias, junto a otros antirretrovirales con

actividad conservada.
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6.3 Terapia inicial

La terapia antiretroviral inicial, hasta hace poco tiempo, consistia en
la combinacion de dos inhibidores de la transcriptasa inversa analogo de
nucleosido/tido (ITIAN) asociados a un Inhibidor de la integrasa (INI), a un
Inhibidor transcriptasa inversa no nucledsido o a un Inhibidor de la proteasa
potenciado (IP/p). Existen estudios que demuestran la eficacia de una terapia
dual con la combinacion de un ITIAN (3TC) y un INI (DTG) 0 3TC + LPV/r.
El objetivo con cualquiera de estas opciones es conseguir una carga viral
indetectables (<50 copias/mL) en mas del 85% de los casos a las 48 semanas
de tratamiento.

Estas pautas no son extrapolables en el caso de mujeres embarazadas
o de pacientes con tuberculosis, en los que se deben utilizar la informacidn

existente en las guias especificas.
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3er

. Pauta Comentarios
Farmaco
INI BIC/FTC/TAF
DTG/ABC/3TC - ABC esta contraindicado en pacientes con HLA-

B*5701 positivo.
DTG no debe utilizarse en mujeres que deseen
quedarse embarazadas o mujeres en edad fértil que no
utilicen medidas anticonceptivas eficaces.
- No utilizar en pacientes con hepatitis cronica por
VHB.
DTG+FTC/TAF - DTG no debe utilizarse en mujeres que deseen
quedarse embarazadas o mujeres en edad fértil que no
utilicen medidas anticonceptivas eficaces

RALAFTC/TAF - RAL puede administrarse indistintamente como 1
comprimido de 400 mg cada 12 horas, 0 2 comprimidos
de 600 mg cada 24 horas.

DTG/3TC - No recomendado en pacientes con cifra basal de
CD4+ menor de 200/uL

- DTG no debe utilizarse en mujeres que deseen
quedarse embarazadas o mujeres en edad fértil que no
utilicen medidas anticonceptivas eficaces

- No utilizar en pacientes con hepatitis cronica por
'VHB

RPV/FTC/TAF - No indicado en pacientes con CVP >100.000
copias/mL.

- Realizar previamente un estudio genotipico que
descarte mutaciones de resistencia a [ITINN.

- Contraindicado si se utilizan inhibidores de la bomba
de protones.

- Se debe tomar siempre con una comida.

Tabla S. Combinaciones alternativas de TAR de inicio recomendadas. En el caso de
mujeres embarazadas o de pacientes con tuberculosis estas recomendaciones no son validas y se
debe utilizar la informacion existente en guias especificas. Modificado de: Grupo de Estudio de
Sida de la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas. Documento de consenso de
Gesida/plan nacional sobre el Sida respecto al tratamiento Antirretroviral en adultos Infectados
por el virus de la Inmunodeficiencia humana (actualizacion enero 2020) http://gesida-
seimc.org/category/guias-clinicas/ (Consultado el 14/03/2018). Tabla 3. Combinaciones de TAR
de inicio recomendadas; pag 104.
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3er

. Pauta Comentarios
Farmaco
INI EVG/c/FTC/TAF | Eg imprescindible evaluar posibles interacciones.
P DRV/c/FTC/TAF o | Eg imprescindible evaluar posibles interacciones.

potenciadoDRV/r+FTC/TAF

ITINN DORAFTC/TAF | Existe la combinacion de DOR/3TC/TDF en
comprimido Unico, que puede utilizarse siempre que
se excluya la presencia de alteracion renal o de
osteopenia/osteoporosis, y no existan factores de
riesgo para desarrollarlas.

Tabla 6. Combinaciones alternativas de TAR de inicio recomendadas. En el caso de
mujeres embarazadas o de pacientes con tuberculosis estas recomendaciones no son validas y se
debe utilizar la informacion existente en guias especificas. Modificado de: Grupo de Estudio de
Sida de la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas. Documento de consenso de
Gesida/plan nacional sobre el Sida respecto al tratamiento Antirretroviral en adultos Infectados
por el virus de la Inmunodeficiencia humana (actualizacion enero 2020) http://gesida-
seimc.org/category/guias-clinicas/ (Consultado el 14/03/2020). Tabla 3. Combinaciones de TAR
de inicio recomendadas; pag 104.

6.4 Efectos secundarios del tratamiento antirretroviral

El perfil de efectos adversos de los diferentes tratamientos
antirretrovirales han ido mejorando progresivamente con la aparicion de
nuevos productos; sin embargo estos no son infrecuentes y pueden

condicionar un déficit en la adherencia®.

Segiin el momento de aparicion de estos efectos adversos, podemos
hablar de efectos secundarios inmediatos (muy reconocidos y definidos) o

tardios (dificiles de prever y mal definidos).

Entre los efectos inmediatos de los tratamientos actualmente
recomendados: los IP/p pueden producir efectos digestivos; los ITINN de

primera generacion (particularmente NVP) hepaticos y reaccion de
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hipersensibilidad (RHS); ABC puede producir RHS en pacientes con HLA-
B*5701 positivo*; DRV exantema; y EFV, RPV, DOR vy los cuatro INI
actualmente disponibles (BIC, DTG, EVG y RAL) pueden producir efectos
neuropsicoldgicos. La experiencia post-comercializaciéon sugiere que el
insomnio o la discontinuacion por efectos neuropsicoldgicos son inusuales
con los INI disponibles, si bien son mas frecuentes con DTG que con BIC,
RAL o EVG. Ya que los efectos secundarios neuropsicoldgicos son
subjetivos y los sintomas son tan variados y prevalentes, es preciso mejorar
la recogida de informacion en las bases de datos clinicas para conocer mejor
la incidencia, el espectro clinico, el curso evolutivo, los factores de riesgo, y

los posibles mecanismos.

Los efectos secundarios tardios mas frecuentes se describen en el

anexo I.

6.5 Interacciones

Gracias al TAR, muchos pacientes tienen cada vez una edad mayor, lo
que implica que necesiten tomar medicacion para hacer frente a diversas
patologias. Estas medicaciones pueden interaccionar con los farmacos

antirretrovirales; por ello es necesario que todo sanitario evalue las posibles
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interacciones. Para ello existen diversas fuentes de facil acceso a través de

internet, como pudiera ser www.hiv-druginteractions.org.

6.6 Sindrome de reconstitucion inmune

En pacientes con un recuento bajo de CD4, existe la posibilidad de que
el inicio del TAR, en sus primeros meses, conlleve un empeoramiento clinico
de una infeccion conocida o preexistente no reconocida en pacientes
infectados por VIH. Este empeoramiento clinico se debe a la mejora rapida
de la funciéon inmune, con la consiguiente liberacién de citoquinas pro-
inflamatorias, secundaria a la respuesta inflamatoria del organismo frente al
patogeno causante de la infeccion. Suele tener un trascurso autolimitado, si
bien es verdad, puede conllevar secuelas a largo plazo e inclusive el

fallecimiento del paciente, por lo que a veces se requiere tratamiento con

AINES o corticoides.

No existen unos criterios firmes para el diagnostico de este sindrome,

sin embargo, la gran mayoria de los pacientes afectos deben tener:

e Un recuento de CD4 pretratamiento menor de 100 células/microL®,
siendo la tuberculosis una importante excepcion, ya que este sindrome
secundario a la TBC, pudiera darse en pacientes con CD4 >200

células/microL.
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e Una respuesta virologica e inmunoldgica positiva tras el inicio del
TARS!, asi como una correlacion temporal entre el inicio de la terapia
y la aparicion de sintomas.

e Una correcta adherencia, la ausencia de alergia a los compuestos del
TAR o la resistencia a los mismos del VIH.

e Ausencia de una sobreinfeccion bacteriana.

e La presencia de manifestaciones clinicas concordantes con este

sindrome.

Aunque el diagnostico diferencial de este sindrome es amplio e
incluye la progresion de la enfermedad, el control microbioldgico de la carga
viral del VIH puede sernos de ayuda. Un descenso de la carga viral nos
confirma la evolucion favorable de la enfermedad y nos apoya el diagndstico

de este sindrome.

Entre los patogenos mas frecuentes asociados al sindrome de
reconstituciéon inmune se encuentran: Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium avium, Citomegalovirus, Cryptococcus neoformans,
Pneumocystis jirovecii, Virus del herpes simple, Virus de la hepatitis B o C,
Virus del herpes humano 8 (asociado con sarcoma de Kaposi), parvovirus
B19, Candida albicans, Virus Epstein Barr, herpes simple, Bartonella

henselae, Histoplasma capsulatum, dermatofitosis, lepra, bacilo de
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Calmette-Guérin (BCG), Talaromyces marneffei, Schistosoma mansoni, y

el virus del molusco contagioso®.

El principal tratamiento para el sindrome de reconstitucion inmune lo
constituye el tratamiento de la infeccion oportunista subyacente. Asi mismo,
los AINES o glucocorticoides pueden constituir un tratamiento para

disminuir la inflamacion.
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7. PROFILAXIS DE LA INFECCION VIH

Existen estudios que demuestran que el tratamiento con TAR de
pacientes con una reciente exposicion a una fuente VIH positiva, puede
disminuir las probabilidades de que el paciente expuesto finalmente adquiera
el VIH. Existen diferentes escenarios en los que pudiera ser de utilidad esta

profilaxis:

a. Profilaxis post-exposicion tras accidente ocupacional.

Tras una exposicion a sangre u otros fluidos corporales?®, la accion
inicial a realizar es la limpieza inmediata del sitio expuesto con agua
y jabon; en caso de lesiones cutdaneas se pueden usar agentes viricidas
como el alcohol o la clorhexidina. En el caso de exposicion en
mucosas u ojos, se debe irrigar abundantemente con agua o suero
salino.

Tras la correcta limpieza de la zona, el segundo paso a realizar es la
confirmacion, de manera urgente, de que la fuente es positiva a VIH

(asi como VHB y VHC) vy, de ser asi, documentar el tratamiento,

3 Nota: No se incluyen entre los fluidos corporales infectivos: heces, secreciones nasales,
saliva, secreciones gastricas, esputo, sudor, lagrimas, orina y/o vomitos; a menos que
contengan sangre. Asi mismo, la piel intacta constituye una barrera eficaz contra el VIH,

por lo que la contaminacion de piel intacta no se considera exposicion.
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historial de resistencias a medicamentos de la fuente y la carga viral
que posee.

b. Profilaxis post-exposicion no accidental.
Algunas personas tienen contactos sexuales no protegidos o se

exponen a sangre por uso de drogas recreativas.

c. Profilaxis pre-exposicion.
Algunos pacientes tienen una exposicion continuada a parejas
potencialmente de riesgo alto. En estos casos, la profilaxis previa a la
exposicion, seguida de dosis a las 24 y a las 48h de la exposicion, es

una estrategia eficaz para reducir el riesgo de contagio®.

En todos los casos, cuando la fuente sea VIH conocido o la
confirmacion de la misma vaya a retrasarse o no sea posibles, se deberia
iniciar tratamiento profilactico post-exposicion (TPEP), en las primeras dos
horas post-exposicion, viéndose una disminucion de la eficacia con el paso
de las horas, no recomendandose iniciar TPEP tras las 72h de la exposicion®.
Debiendo suspender la misma si se demuestra que el paciente es VIH

negativo®.

La profilaxis incluye un régimen de tres farmacos durante 28 dias;
habitualmente TAF/FTC junto a un INI; siendo actualmente de preferencia

aquellos DTG, BIC, debiendo evitar el primero de ellos en mujeres
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embarazadas o con posibilidad de estarlo. También puede darse la asociacion

TAF/FTC/DRVe.

Independientemente de que inicie TPEP o no, se debe hacer
seguimiento cercano de la persona expuesta, con una primera valoracion a

las 72h y una segunda a las 2 semanas de la exposicion.
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8. PROFILAXIS EN EL PACIENTE VIH POSITIVO

El paciente VIH positivo es, en general, un paciente
inmunocomprometido. Como hemos desglosado con anterioridad, segin el
numero de CD4+, podremos observar infecciones de ciertos
microorganismos oportunistas que, antes del TAR, eran la principal causa de
morbimortalidad en estos pacientes.

La mejor forma de evitar infecciones oportunistas es instaurar
tratamiento antirretroviral y restaurar, en la medida de lo posible, la
inmunidad celular. Adicionalmente existen otras vias de accion para evitar

estas infecciones oportunistas:

e En aquellos pacientes que no han sufrido enfermedades oportunistas,
el tratamiento antibidtico profilactico debe prescribirse acorde a la
infeccion que queramos prevenir. En pacientes con Mantoux/IGRA
positivo® con Isoniacida durante 6-9 meses®’. Paralelamente, en
aquellos pacientes con <200 CD4+/uL, el tratamiento antibiotico ha
demostrado reducir estas infecciones oportunistas (como la neumonia
P. jirovecii, toxoplasmosis o tuberculosis), presentando nueve veces
menor riesgo que sin la misma. Sin embargo, esta profilaxis puede
fallar en caso de falta de adherencia y/o inmunosupresion profunda (<

50 CD4+/uL )%,
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Esta profilaxis primaria se realiza con trimetoprim-sulfamethoxazol,
pudiendo suspenderse cuando se produce una reconstitucion del sistema
inmune y se alcanza un recuento de CD4 a >200 cé¢lulas/microLL durante
mas de 3 meses o un recuento de CD4 entre 100-200 células/microL si
estan recibiendo TAR y han tenido una carga viral indetectable durante

aproximadamente seis meses’!.

e En aquellos pacientes en los que se quiera prevenir la recurrencia de
una infeccion oportunista podemos usar los antibioticos recogidos en

la siguiente tabla:

Microorganismo Antimicrobiano
P.jirovecii Cotrimoxazol
MAI Azitromicina
Toxoplasma Pirimetamina-sulfadiacina
CMV Ganciclovir/Valganciclovir
Criptococco Fluconazol
Leishmaniasis Anfotericina-liposomal

Tabla 8. Tratamiento especifico de la profilaxis secundaria en el paciente VIH.
Modificado de: Lopez Ruz, MA. Capitulo 21: Sindrome de la inmunodeficiencia adquirida. Otros
retrovirus. En: Lopez-Ruz, MA. Manual de enfermedades infecciosas. Grado de Medicina. 1°
Edicién. Granada: Tecnica Avicam; 2017. 15-26.

e [a inmunizacién mediante vacunas (por ejemplo, la vacuna del
neumococo, del VHB, VHC o la gripe).

e Evitar la exposicion a ciertos patdgenos, como pudiera ser el caso del
Toxoplasma evitando el contacto con heces de gato o la ingesta de

carne poco cocinada.
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9. SEGUIMIENTO DEL PACIENTE CON VIH

Todo paciente con VIH positivo, esté en tratamiento TAR o no,
necesita un seguimiento continuo, tanto de su situacion clinica y psicologica
como su evolucion analitica, teniendo especial importancia la respuesta
terapéutica e identificar eventos adversos relacionados con la administracion
cronica de estos farmacos.

Los pacientes que inician TAR deben ser valorados frecuentemente
para conocer la tolerabilidad del mismo, adherencia, ofrecerles informacion
y prevenirles sobre la trasmision; con una primera analitica a las dos semanas
después del inicio del TAR y luego a intervalos de cuatro a ocho semanas
hasta que el nivel caiga por debajo del limite de deteccion. Alcanzada la
estabilidad, estos pacientes pueden disminuir el régimen de visitas a 3-6
meses. En estas visitas, los pacientes deben ser preguntados respecto a la
adherencia a los medicamentos*, teniendo en cuenta que la adherencia es
variable en el tiempo y puede verse afectada por factores cambiantes (como
la depresion y el consumo de sustancias)’?. Las pruebas complementarias
que deben evaluarse y su frecuencia quedan reflejadas en la Tabla 8.

En cada visita es de vital importancia la vigilancia de la carga viral,
cuyo objetivo es mantenerla por debajo de los limites de deteccidn; si bien
es verdad, consideramos fallo virologico en aquellos pacientes que no se

logra mantener < 50 copias/ml tras 24 semanas de tratamiento o si presenta
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de forma sostenida (dos mediciones consecutivas) en el tiempo >200

copias/ml”

. Debemos diferenciar esto ultimo de los blips virales, definidos
como la deteccion de ARN del VIH puntual en alguna determinacion que no
es mantenida en el tiempo, en los que no hay que modificar TAR, hay que
insistir en la adherencia y vigilar al paciente en el tiempo.

En referencia a la vigilancia de CD4+, en pacientes que logran y
mantienen la supresion viral, la mejora inmunoldgica es progresiva durante
muchos afios’®. La supresion viral suele ir acompafiada de un aumento en el
recuento de CD4 de 50 células/microL a las cuatro a ocho semanas, seguido
de aumentos incrementales mas lentos de 50 a 100 células/microL por afio””
La tasa de aumento de las ce¢lulas CD4 puede ser mas lenta en pacientes de

edad avanzada o en aquellos con inmunocompromiso grave al inicio’®,

pudiendo no llegar a recuperar en algunos pacientes.
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Determinacion de | Primera Antes del 2-8 Cada 3-6 Cada 12 meses Si ha
laboratorio Consulta inicio TAR | semanas | meses fallo

post TAR

inicio

TAR
Serologia VIH V
Recuento CD4+ N N N N

(primeros 2 | (tras los primeros
afnos) 2 afios con CV
suprimida)
Carga Viral VIH N v v v
Test de resistencias N N
HLA-B*5701 V
G6PD N
Tropismo N
Hemograma N N N
Bioquimica basica N N N N
(incluido perfil
hepatico)
Perfil lipidico N N N
Analisis Urinario N N N N
(si
tratamiento
con TDF)

Test de embarazo N
TBC N
VHA, VHB, VHC \ N
VHD, VHE
Sifilis N N
Cribado ITS N N
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Determinacion de | Primera Antes del 2-8 Cada 3-6 Cada 12 meses Si ha
laboratorio Consulta inicio TAR | semanas | meses fallo
post TAR
inicio
TAR
Serologia de VVZ, N
Sarampion,
Rubeola,
Toxoplasma
IMC \ \
Evaluacién riesgo N N
cardio-vascular (Cada 2 afos)
ECG
Evaluacion riesgo N N
pulmonar
Espirometria
Ecografia y N
Elastometia (Pacientes con
hepatica patologia
hepaética)
Evaluacion riesgo
0seo (Cada 2 afos)
Cribado de
depresion o
deterioro cognitivo
Citologia anal N
(En HSH)

Tabla 8. Evaluacion en la visita inicial y sucesivas de las personas infectadas por el VIH. Modificado de (
Noviembre 2019. Consultado el 12-3-20
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La infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es
una de las epidemias que afectan a la poblacion mundial. La via sexual,
seguida de la via parenteral son las principales vias de transmision del VIH;
siendo el semen el vector responsable de la mayoria de las transmisiones
sexuales a nivel mundial. Actualmente, la cuantificacion de la carga viral en
la sangre se utiliza, en la practica clinica, para evaluar la eficacia de la terapia
y el control de la enfermedad. Sin embargo, se sabe que la cinética de la
replicacion viral del VIH en el compartimento sanguineo difiere de su
cinética en el compartimento seminal. Varios autores han informado de la
presencia de ADN viral en el liquido seminal con carga viral no detectable
en la sangre’”’87%80 El ADN del VIH se puede encontrar no integrado en los
leucocitos seminales, con forma lineal o circular o como provirus
integrado®!. Sin embargo, el VIH libre en el plasma seminal parece ser el que
resulta ser verdaderamente infeccioso’”’, y dicha infectividad depende de la
carga viral. La presencia del virus en este compartimento puede ser
intermitente®?, independientemente del lapso de tiempo de un resultado
negativo en la muestra de sangre®. De forma similar, se ha encontrado ARN
del VIH positivo en liquido seminal a pesar de existir un resultado negativo

para el ARN del VIH en la sangre®+85-5¢,

Se ha descrito que existen variantes diferentes en plasma seminal y

plasma sanguineo estudiado mediante secuenciacion de genes de la proteasa
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y la envoltura en el DNA proviral”’, asi como diferencias entre los fluidos

vaginales y el plasma sanguineo de mujeres en Uganda y Zimbabwe®’.

La presencia del VIH en el plasma seminal parece depender de varios
factores que pueden influir en su presencia en este compartimento, incluso
cuando es indetectable en la sangre. Ejemplo de ello es que la cantidad de
liquido seminal varia con la raza®® o que la presencia de una enfermedad de
transmision sexual sintomética (la uretritis aguda®, la infeccién por
citomegalovirus® o el virus del herpes simple tipo 2°!) aumentan el riesgo
de transmision del HIV®>?3, Del mismo modo, la seropositividad al virus del
herpes simple tipo 2, el aumento de las citoquinas en el plasma seminal, el
aumento de la activacion de las células T mucosas y el nimero de
cuasiespecies viricas’’ parecen influir en la presencia del virus en el plasma
seminal. Paralelamente se ha publicado que la resolucion de las uretritis
resuelve la presencia de la carga viral en semen en pacientes con viremia

indetectable’*.

El tiempo hasta la supresion virologica varia en funcion del régimen
del TAR y el compartimento estudiado; siendo Inhibidores de la integrasa
(INIs) y regimenes basados en la rilpivirina los mejores en plasma

seminal®*% seguido de inhibidores de la proteasa (IP).

A pesar de lo descrito anteriormente, lo que ocurre en el

compartimiento seminal no se entiende bien hasta la fecha. Por lo tanto, en
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el presente estudio investigamos la cinética viral y las cuasispecies en

pacientes infectados por el VIH que inician la terapia antirretroviral (TAR).
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HIPOTESIS

Este trabajo se realiza bajo las siguientes hipotesis:

1) Existe una mayor variabilidad genética, en forma de cuasiespecies,

en plasma seminal que en plasma sanguineo.

2) Los Inhibidores de la integrasa reducirian mas eficazmente la carga

viral y las cuasiespecies comparados con otros antirretrovirales
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OBIJETIVOS

En este trabajo se han planteado los siguientes objetivos:

1) Estudiar las cuasiespecies en plasma seminal y sangre antes de

iniciar el tratamiento antirretroviral y tras un mes de tratamiento.

2) Estudiar el comportamiento del nimero de cuasiespecies al mes

de tratamiento con las diferentes familias de antirretrovirales en el

plasma seminal y en la sangre.
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Criterios de inclusion v declaracion de ética

Los criterios de inclusion de nuestro estudios fueron: sexo masculino,
infectados por el VIH, pacientes naive al tratamiento antirretroviral y
mayores de 18 afios. Antes de empezar el estudio, se obtuvo la aprobacion
del Comité de ética del Hospital Universitario San Cecilio en Granada
(Espana) (1184-N-16). . Todos los pacientes a los que se les propuso
participar en el estudio aceptaron, y previa a su inclusion en el mismo,
firmaron un consentimiento informado por escrito. Criterios de exclusion:
presencia de otras enfermedades de transmision sexual en el momento de

este estudio.

Meétodos

Se obtuvieron muestras de sangre y plasma seminal antes del inicio
del TAR (TO) y un mes (T1) después del inicio del TAR. En el momento del
diagnostico, se registraron: la edad, el sexo, las infecciones concomitantes
de transmision sexual, la carga viral del VIH (copias de ARN/ml), las
resistencias basales y el recuento de celulas CD4 (celulas/pL), a través de la
historia clinica y analiticas. El régimen de tratamiento se registré al inicio
del estudio (TO). La carga viral del VIH, el recuento de CD4 y la diversidad

del VIH se registraron en TO y en T1.
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Las muestras de sangre y el plasma seminal se obtuvieron por
venopuncion y masturbacion respectivamente, y se almacenaron a -80 °C
hasta su envio al laboratorio. Para la determinacion de la carga viral de VIH,
tanto en sangre como en plasma seminal, se utilizo la tecnologia Cobas®
6800/8800 (Roche Diagnostics) con un limite de deteccidon de 20 copias/ml
. La diversidad de VIH se estudido en todas las muestras utilizando un
protocolo de secuenciacion masiva “in house”, utilizando los protocolos de
Nexteray V3 en una plataforma MiSeq [llumina, amplificando un fragmento
de 500 pares de bases de la regién env C2V3C3 de VIH-1"7. Seleccionamos
la region env por ser la regién de VIH con mayor variabilidad®®%-19%-10! Para
ello, el ARN del VIH se extrajo de muestras de plasma sanguineo y seminal
utilizando el Sistema “Magna Pure Compact” (Roche) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Este sistema se basa en una tecnologia de
particulas magnéticas. El plasma seminal se obtuvo a partir de muestras de
semen por centrifugacion a 2500 rpm durante 10 min. Después de la
extraccion, el ARN fue purificado usando el kit Ampure Agencourt
RNAClean XP (Beckman Coulter) antes de la sintesis del ADNc. La
cuantificacion del acido nucleico se realizd6 con un espectrofotometro
NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, DE, USA). El rendimiento
del acido nucleico se determind midiendo las relaciones de absorbancia

espectrofotométricamente.
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El kit RT-PCR (Roche) de un solo paso de Trancriptor se utilizo para
la sintesis de ADNc. Todas las PCRs se realizaron en volumenes de reaccion
de 25 puL que contenian una mezcla pre-preparada de Hotstart HIFi KAPA
de 12,5 ul 2X KAPA (KAPA Biosystems, Woburn, MA, EE. UU.), 5 uL de
cada primer y 2,5 pl de RNA extraido (10 ng). Las condiciones de PCR
fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial a 95°C durante 3 min, seguido
de 8 ciclos de desnaturalizacion a 95°C/30s, 55°C/30s, y 72°C/30s, con una
extension final a 72°C durante 5 min. Para la purificacion de los productos
de PCR se utliz6 AMPure XP (Beckman Coulter, Indianapolis, IN, EE.UU.).
Finalmente se llevo a cabo la secuenciacion en Illumina utilizando el Nextera
XT Index Kit (Illumina, San Diego, CA, USA). Las condiciones de la PCR
fueron las siguientes: 95 °C durante 3 min; 8 ciclos de 95°C/30 s, 55°C/30s,
72°C para 30 s; 72 °C durante 5 min, y mantener a 4 °C. Los productos de
PCR se volvieron a purificar en AMPure XP (Beckman Coulter,
Indianapolis, IN, USA) antes de la cuantificacion. Los amplicones
resultantes se secuenciaron en La plataforma MiSeq (Illumina, San Diego,
CA, EE. UU.). Todos los experimentos se ejecutaron en una concentracion

equimolar de amplicones.

Los archivos FASTA obtenidos fueron demultiplexados para obtener
un archivo FASTA para cada muestra y para la hebra. La herramienta

Ugene!?? se utiliz6 para la evaluacion de la calidad de las lecturas en bruto,
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que se ensamblaron, alinearon y examinaron en funcion de la longitud
minima de 200 bp y una longitud maxima de 500 bp. Las secuencias se
filtraron y se eliminaron las quimeras utilizando Usearch!®, aceptando
unicamente aquellas con Q>30 y un grupo de semillas de 30. Finalmente, el
numero de cuasiespecies en cada muestra fue investigado usando BLAST.
Solo se registraron las cuasiespecies que representaban mas del 5% de la
poblacidn; este limite se utilizo para sesgar cualquier error de método, ya que

este es el limite estandar para el analisis de resistencia!®.

La diversidad de la cuasiespecies del VIH se!'® calculd utilizando el
indice Shannon como se inform6 anteriormente utilizando la herramienta de
entropia del VIH de Los Alamos
(https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/ENTROPY /entropy one.html).
Esta puntuacion numérica es un numero representativo y la frecuencia

relativa de las cuasiespecies del VIH que se encuentra en cada muestra.

Pudimos investigar el tropismo viral del VIH utilizando!% la
herramienta geno2pheno del VIH porque nuestro fragmento de env abarcaba
el bucle V3. El nimero y la ubicacion de los posibles sitios de glicosilacion
N vinculados (PNGS) para cada secuencia se estimaron utilizando la
herramienta web N-GLY COSITE de la base de datos de VIH de Los Alamos

(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/GLY COSITE/glycosite.html).
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Analisis estadistico

La normalidad de las variables se ha analizado utilizando la prueba
Shapiro-Wilks para el analisis estadistico. Las caracteristicas basales se
expresan como proporciones para variables categoricas y como medianas e
intervalos intercuartilicos (IQR) para variables continuas. El test no
paramétrico U de Mann-Whitney se ha utilizado para comparar las
diferencias en el niumero de cuasiespecies entre la sangre y el plasma
seminal. El test de Wilcoxon se utilizo para las diferencias en el nimero de
cuasiespecies antes y después del tratamiento. Se aplico el test Wilcoxon,
corrigiendo el valor p obtenido por el numero de comparaciones, para
analizar si la disminucion del nimero de cuasiespecies fue significativa en
funcion del tipo de régimen. La prueba chi-cuadrada de Pearson se utiliz
para variables cualitativas. Para correlacionar el nimero de cuasiespecies
con la carga sanguinea viral inicial (TO) y el recuento de c€lulas T nadir CD4,
se utilizo el coeficiente de correlacion del Spearman. Se consider6 una
p<0.05 significativa. Los datos se han analizado utilizando el software IBM

SPSS Statistics 19.
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Se reclutaron cuarenta y siete pacientes infectados por el VIH naive al
TAR de los diferentes lugares participantes (Hospital Universitario Virgen
del Rocio, Hospital Universitario Virgen de las Nieves, Hospital
Universitario San Cecilio y Hospital Universitario de Jaén) para el estudio
entre septiembre de 2016 y noviembre de 2018. Los pacientes tenian una
mediana de edad de 30 afos, una carga viral media de 29.2513 copias (log
4.56) y un recuento medio de CD4 de 494 células/uL. En la fase de
reclutamiento (TO), 4 pacientes (8,51%) tenian signos clinicos de infeccion
aguda por VIH, 6 (12,8%) pacientes iniciaron un régimen basado en los
inhibidores de la transcriptasa inversa no nucledsidos (NNRTI), 10 (21,3%)
pacientes iniciaron un régimen basado en IP, y 31 (65,6%) pacientes
iniciaron un régimen basado en INI. La Tabla 9 muestra las caracteristicas

basales de los pacientes.

Al inicio, pudimos secuenciar 47 muestras de sangre y plasma
seminal. El nimero medio de secuencias estudiadas en sangre fue de 68.458
(rango 58.307-79.352). El nimero medio de secuencias estudiadas en plasma
seminal fue de 65.435 (rango 54.675-73.669). Usando el limite del 5% pre-
configurado, el numero de cuasiespecies en la sangre fue menor que en el

compartimento seminal (p<0.01).
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N =47
Edad ? (afios) 30 [26-41]
Infeccion aguda por VIH, n (%) | 4 (8.51%)

Carga viral (Log copies/mL) a

4.48 [3.98-5.06]

Recuento de CD4 (c¢€lulas/L) ?

494.5 [301.75-641.5]

Tratamiento del VIH, n (%)

Basado en NNRTI 6 (12.8%)
Basado en PI 10 (21.3%)
Basado en INI 31 (65.6%)

Infecciones anteriores

Chlamydia 4 (8.7%)
Sifilis 9 (19.1%)
Gonorrea 0 (0%)
VHC 2 (4.3%)
VPH 10 (21.3%)

Tabla 9. Caracteristicas basales de los pacientes. “mediana [rango intercuartil (IQR),
percentil 25-75]; VHC: Virus de la hepatitis C; VPH: Virus del papiloma humano; NNRTI:
Inhibidores de la transcriptasa inversa no nucledsidos; PI: Inhibidores de la proteasa; INI:
Inhibidores de la Integrasa.

Respecto al nimero de cuasiespecies, se encontrd una mediana de 4
(IQR 2-5) cuasispecies diferentes en el compartimento sanguineo, mientras
que una mediana de 6 (IQR 4-8) diferentes cuasispecies se encontraron en el
liquido seminal. Todos los pacientes, excepto uno, mostraron un mayor
numero de cuasiespecie en plasma seminal que en el compartimento
sanguineo. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
la diversidad viral entre pacientes con infeccion aguda por VIH y sin ella.
Del mismo modo, el indice Shannon fue mas alto (p<0.001) en el
compartimento seminal que en la sangre (1,77 vs 0,64). Los pacientes fueron

infectados predominantemente con virus CCR5 (80,9% en sangre y 83% en
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plasma seminal). Curiosamente, encontramos un tropismo diferente en

sangre y muestras seminales en dos pacientes. Estos datos se muestran en la

tabla 10.
Sangre Plasma seminal P
N=47 N=47
Cuasiespecies® |4 (2-5) 6 (4-8) <0.001
Shannon Index ® | 0.64 [0.41-1.01] 1.77]1.21-2.32] <0.001
Tropismo 0.789
CXCR4 9 (19.1%) 8 (17%)
CCR5 38 (80.9%) 39 (83%)
Las secuencias | 68,963 [57,699-79,352] | 62,577 [54,335-73,669] | 0.155
estudiaron®

Tabla 10. Caracteristicas virolégicas en sangre y plasma seminal. *mediana [IQR,
percentil 25-75].

Los analisis secundarios no mostraron ninguna relacion entre la
diversidad viral en la sangre y la carga viral inicial (p = 0,196), el recuento
de células T nadir CD4 (p = 0,119) o la infeccion aguda por el VIH (p =
0,594). Del mismo modo, no se encontrd una relacion entre la infeccion
aguda por el VIH y la diversidad viral en el plasma seminal (p = 0,652). Del
mismo modo, en 11 pacientes para los que pudimos analizar la carga viral
seminal, no se encontrd ninguna relacion entre la diversidad viral y la carga

viral inicial (p = 0,382).

Para caracterizar aun mas la evolucion de la diversidad viral tanto en

el compartimento seminal como en el compartimento sanguineo, estudiamos
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la env en 33 pacientes para los que se tenian muestras en TO y TI1

emparejadas de sangre y plasma seminal. La Tabla 11 muestra el nimero de

cuasiespecies virales para cada paciente y la mediana de los valores. En T1

(1 mes después del tratamiento con ART), se encontré una disminucion

significativa (p<0.001) tanto en sangre (TO: 3[2-5] vs T1: 0[0-1]) como en

plasma seminal (TO: 6[4-7.5] vs T1: 0[0-2]). El ARN del VIH fue

indetectable tanto en sangre como en plasma seminal en 16 pacientes

(48,5%). Se encontraron resultados discordantes en 4/33 pacientes (12,1%)

caracterizados por ARN VIH-1 detectable en el plasma seminal pero ARN

VIH-1 indetectable en el plasma sanguineo.

TO T1 Regimen
antirretroviral
Sangre Seminal Sangre Seminal
Plasma Plasma

1 3 6 1 2 TDF + FTC + RPV

2 5 7 0 0 TDF + FTC + RPV

3 4 6 1 1 TDF + FTC + RPV

4 1 3 1 1 TDF + FTC + RPV

5 2 4 1 2 TDF + FTC + DRV/rtv

6 4 7 2 4 TDF + FTC + DRV/rtv

7 7 10 3 6 TDF + FTC + DRV/rtv

8 3 4 1 1 TDF + FTC + DRV/rtv

9 4 5 1 1 TDF + FTC + DRV/rtv

10 2 3 0 0 TDF + FTC + DRV/rtv

11 5 8 0 0 TDF + FTC + EVG/c

12%* 2 4 0 0 TAF + FTC + EVG/c

13 2 3 0 0 TAF + FTC + EVG/c

14 3 6 0 0 TAF + FTC + EVG/c

15 2 3 1 2 TAF + FTC + EVG/c

16 1 2 0 0 TAF + FTC + EVG/c

17 3 6 1 2 TAF + FTC + EVG/c

18 2 7 0 0 TAF + FTC + EVG/c
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19 8 11 0 6 TAF + FTC + EVG/c
20 4 2 0 1 TAF + FTC + EVG/c
21 3 5 0 0 TAF + FTC + EVG/c
22% 7 11 3 5 TAF + FTC + EVG/c
23* 3 6 0 5 TAF + FTC + EVG/c
24 2 4 1 6 TAF + FTC + EVG/c
25 5 7 0 3 TAF + FTC + DRV/c
26 6 11 0 0 3TC+ ABC+ DTG
27 3 6 0 0 3TC+ ABC+ DTG
28 3 5 0 0 3TC+ ABC+ DTG
29 5 8 0 0 3TC+ ABC+ DTG
30* 6 9 0 0 3TC+ ABC+ DTG
31 1 2 0 0 3TC+ ABC+ DTG
32 4 8 0 0 3TC+ ABC+ DTG
33 2 4 1 1 3TC+ ABC+ DTG

Tabla 11. Numero de cuasiespecies virales en cada uno de los 33 pacientes en
los que estuvieron disponibles muestras sangre y plasma seminales en TO y T1. TDF:
tenofovir fumarato; FTC: emtricitabina; 3TC: lamivudina; TAF: tenofovir alafenamida; ABC:
abacavir; RPV: rilpivirina; DRV/rtv: darunavir/ritonavir;, DTG: dolutegravir; EVG/c:
elvitegravir/cobicistat; DTG: dolutegravir. *Pacientes con infeccion aguda. 0: carga viral
indetectable, no se detectaron cuasiespecies.

Los pacientes tratados con INI alcanzaron la indetectabilidad con
mayor probabilidad tanto en sangre como en plasma seminal (p<0.001) que
los pacientes tratados con un IP o con un régimen basado en NNRTI, incluso
partiendo (TO) de cargas sanguineas virales superiores a otros regimenes (INI
47.423 [4,502 339,750], IP 8.220 [4,730-42,700], NNRTI 46,300 [32,050-
83,650]). La Tabla 12 muestra las cuasiespecies de acuerdo con el régimen
de tratamiento prescrito con respecto a los 33 pacientes; encontramos que el
INI produjo una disminucion en el nimero de cuasiespecies en ambas
muestras (p<0.001); esta disminucidén no se encontrd con los PI ni con los

NNRTI. En cuanto al nimero de cuasiespecies en T1 en los 13 pacientes con
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carga viral positiva en plasma y sangre seminales, la diversidad viral se

mantuvo mas alta en el plasma seminal [mediana 2 (IQR 1-4.5)] que en la

sangre [mediana 1 (IQR 1-1.5)] p=0,139.

N TO a T1 a P

Sangre 33

INI 22 3[2-5] 0[0-0.25] <0.001
IP 7 4[2-5] 1710-2] 0.051
NNRTI 4 | 3.5[1.5-4.75] 1710.25-1] 0.327
Seminal Plasma | 33

INI 22 6[3.75-8] 0[0-2] <0.001
IP 7 5[4-7] 2[0-4] 0.051
NNRTI 4 6[3.75-6.75] | 1[0.25-1.75] 0.204

Tabla 12. Numero de cuasiespecies segun el régimen de tratamiento prescrito.
"mediana [IQR, percentil 25-75].
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Comprender la diversidad genética viral del VIH en el plasma seminal
de pacientes infectados por el VIH es de suma importancia para dilucidar la
transmision sexual del VIH. Hasta nuestro conocimiento, nuestro estudio es
uno de los estudios mas grandes que analizan muestras de sangre y plasma
seminal emparejados de pacientes infectados por el VIH-1 naive a TAR
Encontramos un mayor numero y una mayor variabilidad de las
cuasiespecies virales del env VIH-1 en el plasma seminal que en la sangre
mediante el uso de la secuenciacion profunda. Tras el inicio del TAR de
primera linea, descubrimos que la diversidad viral del env VIH-1 era mayor
en plasma seminal que en la sangre, y el VIH permanecio detectable en

plasma seminal en mas pacientes que en sangre.

El contacto sexual es actualmente la principal via de transmision del

VIH-1. El tracto genital masculino se ha caracterizado como un

107,108 109

reservorio , como un compartimento >, y un santuario para los
farmacos'!®. La compartimentacién del VIH y la diversidad en el plasma
seminal se han estudiado previamente utilizando diversas metodologias.
Ghosn J et al'!'!  analizaron el patron de resistencia genotipica en pacientes
con infeccion por VIH establecidos en TAR con una mediana de 7
tratamientos antirretrovirales anteriores (rango 3-15), mostrando diferentes

patrones de resistencia genotipica en la sangre y los compartimentos

genitales en seis pacientes. Curiosamente, el analisis filogenético de clones
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del gen de la proteasa del VIH mostré que las cepas virales podrian originarse

1''2 analizaron

a partir de la produccion local en plasma seminal. Pillai S et a
secuencias del env VIH-1 en muestras apareadas de sangre y plasma seminal
de la base de datos de secuencias de VIH de Los Alamos, sugiriendo el tracto
genital masculino como un entorno selectivo que contribuye a cuellos de
botella genéticos asociados con la transmision sexual del VIH-1''? En
coherencia con nuestro estudio, Jiao YM et al'!® describieron una mayor
diversidad genética del VIH-1 en los compartimentos seminales que en la

sangre de siete hombres que tenian relaciones sexuales con hombres (MSM)

con infeccion temprana por VIH-1.

Es bien sabido que el VIH puede permanecer positivo en el plasma
seminal después de iniciar el tratamiento durante periodos mas largos que en
sangre’®!'* Du P et al®'describieron como las cantidades de ARN del VIH y
ADN del VIH seguian siendo altas en el plasma seminal de pacientes chinos
infectados por el VIH después de seis meses de TAR, incluso cuando el ARN

del VIH era indetectable en la sangre.

Ademas, evaluamos longitudinalmente la diversidad genética en el
plasma seminal después de un mes de iniciar el TAR de primera linea. Hasta
donde sabemos, este es el primer estudio que comunica una mayor diversidad
genética en el plasma seminal incluso después del inicio del TAR de primera

linea.
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Del mismo modo, varios estudios han abordado la presencia de VIH-
I en los compartimentos rectales y vaginales. A pesar de usar diferentes
métodos y medidas para abordar la diversidad, de manera similar a nuestro
estudio, la diversidad del VIH fue consistentemente mayor en estos

1'5 informaron de una

compartimentos que en la sangre. Garcia-Paya et a
mayor presencia rectal de ARN VIH-1 en MSM suprimidos
virologicamente, lo que sugiere que las mediciones de ARN VIH-1 de sangre
pueden no reflejar necesariamente las concentraciones virales en el
reservorio rectal. No hay una explicacidon segura de la mayor diversidad viral
en el plasma seminal respecto a la sangre disponible hasta la fecha; una
posible causa podria ser una seleccién inmune mas baja en el tracto

genitourinario en comparacion con la sangre y, por lo tanto, una capacidad

de eliminacion mas baja en el plasma seminal.

Una de las principales ventajas de prevenir la transmision del VIH se
presenta en el informe final del estudio PARTNER. En este estudio, Rodger
AJ et al® sugieren que el riesgo de transmision del VIH en parejas
homosexuales a través del sexo sin condon cuando se suprime la carga viral
del VIH es, efectivamente, cero. Nuestros hallazgos en plasma seminal, junto
con los estudios mencionados anteriormente realizados en plasma seminal y

en mucosa rectal deben interpretarse con precaucion.

Nuestro estudio tiene varias limitaciones, siendo el seguimiento a
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corto plazo (1 mes) su principal limitacion. Aunque nuestro estudio fue
longitudinal, nuestro seguimiento sélo se ampli6 un mes después de la
iniciacion del TAR. La deteccion de una mayor variabilidad en el plasma
seminal que en la sangre en este estudio de seguimiento, a pesar de ser
relevante, no debe interpretarse como una advertencia para la propagacion
del VIH, especialmente después de los resultados del estudio PARTNER,
donde los pacientes estuvieron en tratamiento TAR una mediana (IQR) de
4,3 (1,8-9,3) afios. Junto con el corto plazo de seguimiento, nuestro tamafio
de la muestra también fue limitado. Por ultimo, aunque nuestro estudio
hubiera sido mas potente si se hubiera secuenciado el genoma completo,
elegimos el gen env, que en ausencia de genoma completo es el estandar de

oro para estudiar la variabilidad del VIH.

Se ha demostrado que la carga viral en el plasma seminal se vuelve
negativa mas pronto con los INI vy rilpivirina que con los IP*. Todavia se
desconoce la influencia de los distintos regimenes terapéuticos en la
variacion en el nimero de cuasiespecies en la sangre o el plasma seminal. En
nuestro estudio, encontramos una disminucion significativa en el nimero de
cuasiespecies en T1 en comparacion con TO en sangre y plasma seminal con

INI, pero no se encontr6 una disminucion significativa con IP ni con NNRTTI.
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Tras la realizacion de este proyecto de investigacion, concluimos

que:

1) Existe una mayor variabilidad genética en el plasma seminal que
en la sangre en el diagnostico de la infeccion VIH y al mes después

de la iniciacion del TAR.

2) Los INI disminuyen el nimero de cuasiespecies de manera mas

eficiente que [P y NNRTI tanto en sangre como en plasma seminal.
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Abstract

Objective: To provide insight on viral kinetics and genetic diversity of human
immunodeficiency virus in seminal plasma at baseline and one month after initiating
antiretroviral therapy (ART).

Patients and methods: Blood and seminal samples from newly diagnosed HIV patients
were obtained before ART initiation (T0) and one month after ART initiation (T1). HIV
env genetic diversity was studied using deep sequencing Nextera and V3 chemistry in a
MiSeq Illumina platform. The number of viral quasispecies (5% cutoff) and Shannon
Index were used to analyse diversity.

Results: Forty-seven ART-naive patients were recruited between September 2016 and
November 2018. At enrolment, the number of quasispecies in blood [median 4 (IQR 2-
5)] was lower than in the seminal compartment [median 6, (IQR 4-8)] (p<0.01); the
Shannon Index was also higher (p<0.001) in the seminal compartment than in blood (1.77
vs 0.64). At T1, for the 13 patients with detectable HIV in both blood/seminal plasma,
viral diversity remained higher (p=0.139) in seminal plasma [median 2 (IQR 1-4.5)] than
in blood [median 1 (IQR 1-1.5)] Integrase inhibitors (INI)-based regimens achieved
higher levels of undetectability and led more frequently to lower variability (p<0.001)
than protease inhibitors (PI) or non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NNRTTI).
Conclusion: We provide here further evidence of a larger genetic diversity in seminal
plasma, both at diagnosis and short term after ART initiation. Our results strengthen

previous findings on HIV diversity in seminal plasma. In addition, INI decrease

variability more rapidly than PI and NNRTTI in both blood and seminal plasma.
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Key messages:

l. There is a greater viral HIV diversity in seminal plasma than in blood before
treatment.
2. There is a greater viral HIV diversity in seminal plasma than in blood one month

after treatment.
3. Integrase inhibitors decrease the viral load in seminal plasma more rapidly than
protease inhibitors or nonnucleosides, regardless of the viral load found before

starting treatment.
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Introduction

Infection with the human immunodeficiency virus (HIV) is one of the epidemics
affecting the global population. Sexual route, followed by parenteral route, are the main
transmission routes of HIV, and semen is the vector responsible for majority of sexual
transmissions globally. Currently, quantification of viral load in blood is used in clinical
practice to assess therapy effectiveness and disease control. However, it is known that the
kinetics of the HIV viral replication in the blood compartment differs from its kinetics in
the seminal compartment. Several authors have reported the presence of viral DNA in
seminal fluid with undetectable viral load in blood"?. The HIV DNA can be found in
seminal leukocytes as nonintegrated with linear or circular form or as integrated
provirus®. Nevertheless, cell-free HIV in seminal plasma seems to be actually infective!,
and infectivity is based on viral load. The presence of virus in this compartment can be
intermittent, regardless of the time lapse from a negative result in the blood sample®.
Similarly, seminal positive result for HIV RNA was found despite a negative result for
HIV RNA was found in blood>.

Gene sequencing of proviral protease and DNA envelope genes has shown
different variants in seminal plasma and blood'.

The presence of HIV in seminal plasma seems to depend on various factors that
may influence its presence in this compartment, even when it is undetectable in blood.
Thus, the presence of a symptomatic sexually transmitted disease, such as acute
urethritis®, cytomegalovirus infection’, or herpes simplex virus type 28, increases the risk
of HIV transmission without showing association with previous or asymptomatic

urethritis. Similarly, seropositivity to herpes simplex virus type 2, the increase in
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cytokines in seminal plasma, the increase in activation of mucosal T cells and the number
of compartmentalised viral quasiespecies! seems to influence the presence of the virus in

seminal plasma.

Time to virological suppression varies based on the ART regimen and
compartment; being INIs and rilpivirine-based ART regimens the best ones in seminal
plasma’,!? followed by protease inhibitors.

Despite the above described, the seminal compartment is not well understood to

date. Therefore, in the present study we investigated viral kinetics and quasispecies in

HIV-infected patients initiating antiretroviral therapy (ART).
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Patients & Methods

Inclusion criteria and Ethics Statement

The inclusion criteria of our study were: male sex, HIV infected, ART-naive and over 18
years of age patients. All approached patients agreed to participate in the study. Before
entering the cohort, ethics approval was obtained from the Ethics Committee of San
Cecilio University Hospital in Granada (Spain) (1184-N-16). Patients signed a written
informed consent to participate in the study. No patient had other sexually transmitted

diseases at the time of this study.

Methods

Blood and seminal samples were obtained before ART initiation (T0) and one
month (T1) after ART initiation. At diagnosis, age, sex, concomitant sexually transmitted
infections, HIV viral load (RNA copies/mL), baseline resistance, and CD4 cell count
(cells/uL) were recorded (retrieved from their medical records). Treatment regimen was
recorded at the study entry (TO). HIV viral load, CD4 count and HIV env diversity were

recorded at TO and at T1.

All blood and seminal plasma were obtained by venipuncture and masturbation,
respectively, and stored at -80 °C until transfer to the laboratory. Quantitative nucleic

acid test for use on the Cobas®

6800/8800 Systems (Roche Diagnostics) with a limit of
detection 20 copies/mL was used for HIV RNA viral load test in both blood and seminal
plasma. The diversity of HIV was studied in all viraemic samples using an in house, deep

sequencing protocol, using the Nextera and V3 chemistry in a MiSeq Illumina platform.

We amplified a 500 bp of the HIV type 1 (HIV-1) env C2V3C3 region for these studies!!.
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We selected env because this is the HIV gene with the largest variability!2,!3,1415, Briefly,
HIV RNA was extracted from blood and seminal plasma samples using the Magna Pure
Compact System (Roche) following the manufacturer’s instructions. This system is based
on a magnetic-bead technology. RNA was eluted into 50 puL of the kit buffer from sample
volumes of 400 or 1000 puL according to availability. Seminal plasma was obtained from
semen samples by centrifugation at 2500 rpm for 10 min. After extraction, RNA was
purified using Ampure Agencourt RNAClean XP (Beckman Coulter) before cDNA
synthesis. Quantification was performed with a NanoDrop ND-1000 spectrophotometer
(Thermo Fisher Scientific, DE, USA). The nucleic acid yield was determined by
measuring absorbance ratios spectrophotometrically. The measurement included
A260/280nm for protein contamination and A260/230nm for salt and phenol

contamination.

The Trancriptor One-Step RT-PCR (Roche) kit was used for cDNA synthesis. All
PCRs were performed in 25 pL reaction volumes containing 12.5 pL 2X KAPA HiFi
Hotstart ready mix (KAPA Biosystems, Woburn, MA, USA), 5 pL of each forward and
reverse primers (1 uM) and 2.5 pL of extracted RNA (10 ng). The PCR conditions were
the following : initial denaturation at 95 °C for 3 min, followed by cycles of denaturation
at 95 °C for 30 s, annealing at 55 °C for 30 s, and elongation at 72 °C for 30 s, with a
final extension at 72 °C for 5 min. PCR clean-up was performed using AMPure XP beads
(Beckman Coulter, Indianapolis, IN, USA) to purify the env amplicon away from free
primers and primer dimer species. Then, the next step was the index PCR, which attaches
dual indices and Illumina sequencing adapters using the Nextera XT Index Kit (Illumina,

San Diego, CA, USA). The conditions of the second PCR were the following: 95 °C for

3 min; 8 cycles of 95 °C for 30 s, 55 °C for 30 s, 72 °C for 30 s; 72 °C for 5 min, and hold
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at 4 °C. The pooled PCR products were purified using AMPure XP beads (Beckman
Coulter, Indianapolis, IN, USA) before quantification. The resulting amplicons were
sequenced at MiSeq Platform (Illumina, San Diego, CA, USA), using a paired-end
(2x300nt) sequencing system. All experiments were run on an equimolar concentration

of amplicons.

The FASTA files obtained were demultiplexed to obtain a FASTA file for each
sample and for the strand. Ugene tool'¢ was used for quality assessment of raw reads,
which were assembled, aligned and screened based on the minimum length of 200 bp and
a maximum length of 500 bp. Sequences were filtered and chimera were removed using
Usearch!’, accepting only those with Q>30 and a seed cluster of 30. Finally, the number
of quasispecies in each sample was investigated using BLAST. Only the quasispecies
representing more than 5% of the population were recorded; this limit was used to skew
any method error, since this is the standard limit for resistance analysis'®.

The diversity of the HIV quasispecies was calculated using the Shannon Index as
previously reported!® using the entropy tool from Los Alamos HIV
(https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/ENTROPY/entropy one.html). This
numerical score is a representative number and relative frequency of the HIV quasispecies
found in each sample.

We were able to investigate HIV viral tropism using the HIV genotopheno tool?°
because our env fragment encompassed the V3 loop. The number and location of potential
N-linked glycosylation sites (PNGSs) for each sequence were estimated using the N-

GLYCOSITE web tool from the Los Alamos HIV database

(http://www .hiv.lanl.gov/content/sequence/GLY COSITE/glycosite.html).
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Normality of the variables has been analysed using the Shapiro-Wilks test for the
statistical analysis. Baseline characteristics are expressed as proportions for categorical
variables and as medians and interquartile ranges (IQR) for continuous variables. Mann-
Whitney U non-parametric test has been used to compare differences in the number of
quasispecies between blood and seminal plasma. Wilcoxon test was used for the
differences in the number of quasispecies before and after therapy. Wilcoxon test was
applied, correcting the p value obtained by the number of comparisons, to analyse
whether the decrease in the number of quasispecies was significant based on the type of
regimen. Pearson chi-square test was used for qualitative variables. To correlate the
number of quasispecies with initial viral blood load (T0) and the nadir CD4 T-cell count,

the Spearman’s correlation coefficient was used. A p<0.05 was considered significant.

Data has been analysed using the IBM SPSS software Statistics 19.
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Results

Forty-seven ART-naive HIV-infected patients from the different participating

locations (Virgen del Rocio University Hospital, Virgen de las Nieves University

Hospital, San Cecilio University Hospital and Jaén University Hospital) were recruited

for the study between September 2016 and November 2018. Patients had a median age

of 30 years, a mean viral load 0f 29,2513 copies (log 4.56), and a mean CD4 count of 494

cells/uL. At enrolment (T0), 4 patients (8.51%) had clinical signs of acute HIV infection,

6 (12.8%) patients initiated a non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NNRTI)-

based regimen, 10 (21.3%) patients initiated a PI-based regimen, and 31 (65.6%) patients

initiated an INI-based regimen. Table 1 shows the baseline characteristics of the patients.

n=47
Age ? (years) 30 [26-41]
Acute HIV Infection, n (%) | 4 (8.51%)

Viral load (Log copies/mL) ?

4.48 [3.98-5.06]

CD4 count (cells/uL) ? 494.5 [301.75-641.5]
HIV Treatment, n (%)
NNRTI-based 6 (12.8%)
PI-based 10 (21.3%)
INI-based 31 (65.6%)

Previous Infections
Chlamydia
Syphilis
Gonorrhoea
HCV
HPV

4 (8.7%)

9 (19.1%)
0 (0%)

2 (4.3%)
10 (21.3%)

Table 1. Baseline characteristics of patients. “Median [interquartile range (IQR), 25th-75th percentile];

HCV: Hepatitis C Virus; HPV: Human papillomavirus; NNRTI: Non-nucleoside reverse transcriptase

inhibitors; PI: Protease inhibitors; INI: Integrase Inhibitors.
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At baseline, we were able to sequence 47 blood and seminal samples. The mean
number of sequences studied in blood was 68,458 (range 58,307-79,352). The mean
number of sequences studied in seminal plasma was 65,435, (range 54,675-73,669).
Using the prespecified 5% cutoff, the number of quasispecies in blood was lower than in
the seminal compartment (p<<0.01). In fact, a median of 4 (IQR 2-5) different quasispecies
was found in the blood compartment, while a median of 6 (IQR 4-8) different
quasispecies were found in the seminal tract. All patients except one showed a higher
number of quasispecies in seminal plasma than in the blood compartment. No statistically
significant differences in viral diversity were found between patients with and without
acute HIV infection. Similarly, the Shannon Index was higher (p<<0.001) in the seminal
compartment than in blood (1.77 vs 0.64). Patients were infected predominantly with
CCRS viruses (80.9% in blood and 83% in seminal plasma). Interestingly, we found a

different tropism from blood to seminal samples in two patients. These data are shown in

table 2.
Blood Seminal plasma p
n=47 n=47
Quasispecies ? 4 (2-5) 6 (4-8) <0.001
Shannon Index ? 0.64[0.41-1.01] 1.77[1.21-2.32] <0.001
Tropism 0.789
CXCR4 9(19.1%) 8(17%)
CCR5 38(80.9%) 39(83%)
Sequences studied ? | 68,963[57,699-79,352] | 62,577[54,335-73,669] | 0.155

Table 2. Virological characteristics in blood and seminal plasma. * Median [IQR, 25th-75th

percentile]. CXCR4: Chemokine receptor type 4; CCRS5: Chemokine coreceptor type 5.
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Secondary analysis showed no relationship between viral diversity in blood and initial
viral load (p = 0.196), nadir CD4 T-cell count (p = 0.119) or acute HIV infection (p =
0.594). Similarly, no relationship was found between acute HIV infection and viral
diversity in seminal plasma (p = 0.652). Likewise, in 11 patients for whom we could
analyse the seminal viral load, no relationship was found between viral diversity and the

initial viral load (p = 0.382).

To further characterise the evolution of viral diversity in both the seminal and the
systemic compartment, we studied env quasispecies in 33 patients for whom paired TO
and T1 samples from blood and seminal plasma were available. Table 3 shows the number
of viral quasispecies for each patient and the median of these values. At T1 (1 month after
ART treatment), a significant decrease (p<0.001) in both blood (TO: 3[2-5] vs T1: 0[0-
1]) and seminal plasma (TO: 6[4-7.5] vs T1: 0[0-2]) was found. HIV-RNA was
undetectable in both blood and seminal plasma in 16 patients (48.5%). Discordant results
were found in 4/33 patients (12.1%) characterised by detectable HIV-1 RNA in the

seminal plasma but undetectable HIV-1 RNA in the blood plasma.

TO T1 Antiretroviral Regimen
Patient
Blood |Seminal Plasma |Blood Seminal Plasma
1 3 6 1 2 TDF + FTC + RPV
2 5 7 0 0 TDF + FTC + RPV
3 4 6 1 1 TDF + FTC + RPV
4 1 3 1 1 TDF + FTC + RPV
5 2 4 1 2 TDF + FTC + DRV/rtv
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6 4 7 2 4 TDF + FTC + DRV/rtv
7 7 10 3 6 TDF + FTC + DRV/rtv
8 3 4 1 1 TDF + FTC + DRV/rtv
9 4 5 1 1 TDF + FTC + DRV/rtv
10 2 3 0 0 TDF + FTC + DRV/rtv
11 5 8 0 0 TDF + FTC + EVG/c
12% 2 4 0 0 TAF + FTC + EVG/c
13 2 3 0 0 TAF + FTC + EVG/c
14 3 6 0 0 TAF + FTC + EVG/c
15 2 3 1 2 TAF + FTC + EVG/c
16 1 2 0 0 TAF + FTC + EVG/c
17 3 6 1 2 TAF + FTC + EVG/c
18 2 7 0 0 TAF + FTC + EVG/c
19 8 11 0 6 TAF + FTC + EVG/c
20 4 2 0 1 TAF + FTC + EVG/c
21 3 5 0 0 TAF + FTC + EVG/c
22% 7 11 3 5 TAF + FTC + EVG/c
23%* 3 6 0 5 TAF + FTC + EVG/c
24 2 4 1 6 TAF + FTC + EVG/c
25 5 7 0 3 TAF + FTC + DRV/c
26 6 11 0 0 3TC+ ABC + DTG
27 3 6 0 0 3TC + ABC + DTG
28 3 5 0 0 3TC + ABC + DTG
29 5 8 0 0 3TC + ABC + DTG
30* 6 9 0 0 3TC + ABC + DTG
31 1 2 0 0 3TC+ ABC+ DTG
32 4 8 0 0 3TC+ ABC+ DTG
33 2 4 1 1 3TC+ ABC + DTG
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Table 3. Number of viral quasispecies in each of the 33 patients from whom paired TO-baseline- and T1-1
month after baseline- blood and seminal samples were available. TDF: tenofovir disoproxil fumarate; FTC:
emtricitabine; 3TC: lamivudine; TAF: tenofovir alafenamide; ABC: abacavir; RPV: rilpivirine; DRV/rtv:
darunavir/ritonavir; DTG: dolutegravir; EVG/c: elvitegravir/cobicistat; DTG: dolutegravir. *Patients with

acute infection. 0: undetectable viral load, no quasispecies were detected.

Patients treated with INI were more likely to reach undetectability in both blood
and seminal plasma (p<0.001) than patients treated with a PI or with an NNRTI-based
regimen, even from viral blood loads (T0) higher than other regimens (INI 47,423 [4,502
339,750], 1P 8,220 [4,730-42,700], NNRTTI 46,300 [32,050-83,650]). Table 4 shows the
quasispecies according to the prescribed treatment regimen regarding the 33 patients, we
found that INT led to a decrease in the number of quasispecies in both samples (p<0.001);
this decrease was not found with PI nor with NNRTI. Regarding the number of
quasispecies at T1 in the 13 patients with positive viral load in seminal plasma and blood,
viral diversity remained higher in seminal plasma [median 2 (IQR 1-4.5)] than in blood

[median 1 (IQR 1-1.5)] p=0.139.
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n | TO® T12 P
Blood 33
INI 22 | 3[2-5] 0[0-0.25] <0.001
PI 7 | 4[2-5] 1[0-2] 0.051
NNRTI 4 | 3.5[1.5-4.75] | 1[0.25-1] 0.327
Seminal Plasma | 33
INI 22 | 6[3.75-8] 0[0-2] <0.001
PI 7 | 5[4-7] 2[0-4] 0.051
NNRTI 4 | 6[3.75-6.75] | 1[0.25-1.75] | 0.204
n | TO® T12

Blood 33

INI 22 | 3[2-5] 0[0-0.25]

PI 7 | 4[2-5] 1[0-2]

NNRTI 4 | 3.5[1.5-4.75] | 1[0.25-1]

Seminal Plasma | 33

INI 22 | 6[3.75-8] 0[0-2]

PI 7 | 5[4-7] 2[0-4]

NNRTI 4 | 6[3.75-6.75] | 1[0.25-1.75]

Table 4. Number of quasispecies according to the prescribed treatment regimen. * Median [IQR, 25th-75th

percentile].
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Discussion

Understanding HIV viral genetic diversity in seminal plasma of HIV infected
patients is of utmost importance to elucidate HI'V sexual transmission. To our knowledge,
our study is one of the largest studies analysing paired blood and seminal plasma samples
from HIV-1 infected ART-naive patients. We found a consistent larger number and
variability of HIV-1 env viral quasispecies in seminal plasma than in blood by using deep
sequencing. After starting first-line treatment, we also found that HIV-1 env viral
diversity was higher in seminal plasma than in blood, and HIV remained detectable in
seminal plasma in more patients than in blood.

Sexual contact is currently the main route of transmission of HIV-1. The male

21,22

genital tract has been characterised as a reservoir t23

, a compartment=, and a drug
sanctuary?*. HIV compartmentalisation and diversity in seminal plasma has been
previously studied using various methodologies. Ghosn J et al?° analysed the genotypic
resistance pattern in HIV patients established on ART with a median of 7 previous
antiretroviral treatments (range 3-15), showing different genotypic resistance patterns in
the blood and genital compartments of six patients. Interestingly, phylogenetic analysis
of clones of HIV protease gene showed that viral strains could originate from local
production in seminal plasma. Pillai S et al?® analysed HIV-1 env sequences derived from
paired blood and seminal plasma samples from Los Alamos HIV Sequence Database,
suggesting the male genital tract as a selective environment contributing to the genetic
bottlenecks associated with the sexual transmission of HIV-12°. In consistency with our
study, Jiao YM?7 et al reported a higher genetic diversity of HIV-1 in the seminal

compartments and blood of seven men who have sex with men (MSM) with early HIV-1

infection.
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It is well known that HIV can remain positive in the seminal plasma after starting
ART for longer periods than in blood!%?®, Du P et al® described how amounts of HIV
RNA and HIV DNA remained high in seminal plasma of HIV-infected Chinese patients
after six months undergoing an ART, even when HIV RNA was undetectable in blood.
In addition, we evaluated longitudinally the genetic diversity in the seminal plasma after
one month of initiating first-line ART. To our knowledge, this is the first study reporting
a higher genetic diversity in the seminal plasma even after initiation of first-line ART.

Similarly, several studies have addressed HIV-1 shedding in the rectal and vaginal
tracts. Although using different methods and measures to address diversity, similarly to
our study, HIV diversity was consistently higher in these compartments than in blood.

Garcia-Paya et al®

reported a higher HIV-1 RNA rectal shedding in virologically
suppressed MSM, suggesting that blood HIV-1 RNA measurements may not necessarily
reflect the viral concentrations at the rectal reservoir. No certain explanation to the greater
viral diversity in seminal plasma than in the blood is available to date; a possible cause
could be a lower immune selection in the genitourinary tract compared to blood and,
therefore, a lower purifying selection in the seminal plasma.

One of the major advantages of preventing HIV transmission are presented in the
final report of the PARTNER study. In this study, Rodger AJ et al* suggested that the
risk of HIV transmission in gay couples through condomless sex when HIV viral load is
suppressed is effectively zero. Our findings in seminal plasma, along with the above-
mentioned studies conducted in seminal plasma and in rectal mucosa must be interpreted
with caution.

Our study has several limitations, being the short-term (1 month) follow-up its main

limitation. Although our study was longitudinal, our follow-up was only extended one
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month after ART initiation. Finding a larger variability in seminal plasma than in blood
at this follow-up, despite being relevant, must not be interpreted as a caveat for HIV
spread, especially after the results of the PARTNER study, were patients had been on
ART for a median (IQR) of 4.3 (1.8-9.3) years. Together with the short-term follow-up,
our sample size was also limited. Finally, although our study would have been

strengthened if full-genome sequencing had been available, we chose the env gene, which

in the absence of full-genome is the gold standard to study HIV variability.

Viral load in seminal plasma has been shown to become negative earlier after
treatment with INT and rilpivirine than with PI°. The influence of the various therapeutic
regimens on variation in the number of quasispecies in blood or seminal plasma is still
unknown. In our study, we found a significant decrease in the number of quasispecies in
T1 compared to TO in both blood and seminal plasma with INI, but no significant decrease

was found with PI nor with NNRTI.

In summary, we provide here strong evidence of a larger genetic variability in
seminal plasma than in blood at diagnosis and short term after ART initiation. Our results
strengthen previous findings on HIV diversity in seminal plasma. Furthermore, INI
decrease the number of quasispecies more efficiently than PI and NNRTTI in both blood

and seminal plasma.
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ANEXO 1. Efectos secundarios tardios de los antirretrovirales

Farmacos

Efectos adversos

Tenofovir disoproxil

fumarato (TDF)
(Factores de riesgo:
afectacion renal u
Osea previas,
presencia de
factores de riesgo
convencionales,
duracion de la
exposicion a TDF,
bajo peso y edad
avanzada, uso de
potenciadores como
ritonavir o

Afectacion tubular renal y descenso del filtrado
glomerular.

Puede producir hipofosfatemia por tubulopatia
proximal renal y déficit de vitamina D,
Disminucion de la densidad mineral 6sea. Puede
aumentar el riesgo de osteoporosis y fracturas
osteoporoticas

La sustitucion de TDF por tenofovir alafenamida
(TAF) disminuye marcadamente la toxicidad
renal y 6sea de tenofovir.

La sustitucion de TDF por TAF se ha asociado
con aumento de peso.

cobicistat)

Abacavir e Se ha asociado a riesgo de infarto de miocardio
en pacientes con alto riesgo cardiovascular,
aunque este efecto clinico es controvertido.

Inhibidores de la e Pueden aumentar el riesgo de enfermedad

proteasa cardiovascular por su efecto hiperlipemiante y

quizas por otros efectos no bien conocidos
LPV/r y DRV/r se han asociado a un mayor
riesgo de infarto de miocardio,

ATV puede producir hiperbilirrubinemia y
excepcionalmente ictericia y colelitiasis. Es el
unico [P actual que no se ha implicado en un
mayor riesgo de infarto de miocardio. La
hiperbilirrubinemia de ATV se ha asociado a
efectos cardiovasculares protectores

LPV/ry ATV/r se han asociado a un mayor
riesgo de disminucion del filtrado glomerular
que podria deberse a la interaccion con TDF
cuando se administran concomitantemente
ATV/ry, en menor medida, DRV/r se han
asociado ocasionalmente a litiasis renal

Los IP se han asociado a descensos en la
densidad mineral dsea superiores a otros
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farmacos en pacientes naive. Este efecto esta
mediado al menos en parte por la interaccion con
TDF

Efavirenz

Trastornos neuropsicologicos mantenidos,
(aunque sean de bajo grado pueden resultar
dificiles de tolerar a largo plazo)

Aumento del riesgo de suicidio

Se ha asociado a un mayor riesgo de deterioro
neurocognitivo, aunque este efecto clinico es
controvertido. En cultivos neuronales induce
neurotoxicidad

Disminuye el nivel plasmatico de 25-OH
vitamina D, pero el significado clinico de este
efecto es desconocido

Se ha asociado a ginecomastia, aunque este
efecto clinico es controvertido

Se ha asociado a teratogenicidad en modelos
animales y en alteraciones neurologicas fetales.
EFV no es un farmaco de eleccion en las 8
primeras semanas de gestacion: si la mujer esta
tomando ya EFV cuando queda embarazada es
posible continuar su uso.

Rilpivirina

e La ficha técnica de RPV indica que puede

asociarse a efectos adversos del SNC (ver Tabla
7), cuya frecuencia e intensidad clinica es muy
inferior a la descrita para EFV.

Etravirina

e La ficha técnica de ETV indica que puede

asociarse a efectos adversos del SNC (ver Tabla
7), cuya frecuencia e intensidad clinica es muy
inferior a la descrita para EFV.

Doravirina

e La ficha técnica de DOR indica que puede

asociarse a efectos adversos del SNC (ver Tabla
7), cuya frecuencia e intensidad clinica es muy
inferior a la descrita para EFV.

Inhibidores de la
integrasa

e Todos los INI disponibles se han asociado con

efectos secundarios neuropsicoldgicos. Se han
descrito mas frecuentemente asociados a DTG.
Los mas frecuentemente descritos son insomnio,
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cefalea, irritabilidad o ansiedad. Generalmente
suelen ser leves y transitorios, aunque se han
reportado casos que han obligado a la
discontinuacion.

Aunque los estudios de toxicologia reproductiva
no han mostrado ningtin hallazgo relevante, DTG
se ha asociado a un exceso de riesgo de defectos
neuroldgicos en recién nacidos cuyas madres
tomaron DTG en el momento de la concepcion y
se ha descrito un caso en el hijo de una paciente
que inicio DTG en la semana 8 de embarazo.

El tratamiento con INI, y particularmente con
DTG, se ha asociado a una ganancia de peso,
cuyo significado clinico se desconoce.

Anexo 1. Efectos secundarios tardios mas caracteristicos de los antirretrovirales
mas utilizados en la actualidad. Fuente: Grupo de Estudio de Sida de la Sociedad Espafiola
de Enfermedades Infecciosas. Documento de consenso de Gesida/plan nacional sobre el Sida
respecto al tratamiento Antirretroviral en adultos Infectados por el virus de la
Inmunodeficiencia humana (actualizacion enero 2020) http://gesida-seimc.org/category/guias-
clinicas/ (Consultado el 14/03/2018). Tabla 8. Efectos secundarios tardios mas caracteristicos de
los antirretrovirales mas utilizados en la actualidad; pag 116-117.
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