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ABSTRACT

BACKGROUND

Molecular evolution speed of HIV-l is commonly associated with HIV
disease progression and ART viability. Knowing how HIV evolve under
different regimens could help solving the eligibility criteria of the first line
regimen of the paediatric patients.

METHODS

Forty-six patients with HIV-1 subtype B RT sequences available were
enrolled in this study being classified in two groups according to their first
line regimen (Group 1: 2NRTI + 1Pl vs. Group 2: 2NRTI+1NNRTI).
Phylogenetic trees were constructed in both groups by Bayesian and
likelihood approaches. Temporal signal was analysed with TempEst by
distance root-to-tip among time under treatment regression. Diversity
comparisons were performed using HyPHY program in the complete
sequence and in concatenated resistance positions (DRM) either in
nucleotides sequences and codon analysis. Selection pressures were
measured as the differences between non-synonymous mutation and
synonymous.

RESULTS

Group 1 presented higher branches lengths in the complete RT sequence
either nucleotides or synonymous mutations (LTR, P<0.001) and similar
trend in DRM sequence but with no statistical significance. Selection
pressures was higher in Group 2 (0,146 vs. 0.165) in the complete
sequence and in DRM sequences ((0.2 vs. 0.33).

CONCLUSIONS

When regimen ART targets a unique region of the virus as
retrotranscriptase (Group 2) it provides higher selective pressure than
targeting multiple regions as retrotranscriptase and protease (Group 1)
and this could be translated in lower diversity outcomes either in total or
resistance positions of HIV-1 retrotranscriptase.
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ICONTEXTO

La velocidad de evolucion del VIH-1 estd directamente relacionada con la velocidad de progresion de la
enfermedady la viabilidad del TAR. En este trabajo se pretende conocer la evolucién del virus en los diferentes
regimenes de primera linea mas comunes.

METODOLOGIA

Para este estudio se escogieron 46 pacientes con secuencia RT disponible tratados primariamente con uno de
los dos regimenes (Grupo 1: 2ITIAN+1IP vs. Grupo 2: 2ITIAN+1ITINAN). Se construyeron arboles
filogenéticos mediante aproximaciones bayesianas y de maxima verosimilitud. Se analizé la relacion temporal
entre el tiempo de tratamiento y diversidad y se comparé la diversidad genética en ambos grupos como proxy
de velocidad de evolucién. La presién de seleccion fue medida mediante la diferencia entre mutaciones no
sindnimas y sinénimas.

RESULTADOS

A pesar de que el perfil inmunolégico y virolégico de los pacientes fue similar en ambos grupos (P>0.05), la
diversidad fue mayor en el Grupo 1 (P<0.001, LTR) tanto en la secuencia de nucledtidos como en las mutaciones
sinénimas. Cuando se analizaron las posiciones asociadas a resistencia a farmacos (DRM) se observé la misma
tendencia que en la secuencia completa siendo mayor la longitud de las ramas en el Grupo 1 aungue no
significativa (P>0.05). La presion de seleccion fue mayor en el Grupo 2.

CONCLUSIONES
La mayor presién de seleccidn que existe en el Grupo 2 es debida a que existe una Unica diana en el virus (RT)
dejando menos posibilidad al virus para su adaptabilidad lo que hace que tenga menor diversidad que en el
grupo de pacientes con tratamiento dirigido a dos dianas virales diferentes PRy RT,
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Abstract (in English, 250 words or less):

BACKGROUND

Molecular evolution speed of HIV-I is commonly associated with HIV disease progression and ART
viability. Knowing how HIV evolve under different regimens could help solving the eligibility criteria
of the first line regimen of the paediatric patients.

METHODS

Forty-six patients with HIV-1 subtype B RT sequences available were enrolled in this study being
classified in two groups according to their first line regimen (Group 1: 2NRTI + 1Pl vs. Group 2:
2NRTI+1INNRTI). Phylogenetic trees were constructed in both groups by Bayesian and likelihood
approaches. Temporal signal was analysed with TempEst by distance root-to-tip among time under
treatment regression. Diversity comparisons were performed using HyPHY program in the complete
sequence and in concatenated resistance positions (DRM) either in nucleotides sequences and codon
analysis. Selection pressures were measured as the differences between non-synonymous mutation
and synonymous.

RESULTS

Group 1 presented higher branches lengths in the complete RT sequence either nucleotides or
synonymous mutations (LTR, P<0.001) and similar trend in DRM sequence but with no statistical
significance. Selection pressures was higher in Group 2 (0,146 vs. 0.165) in the complete sequence
and in DRM sequences ((0.2 vs. 0.33).

CONCLUSIONS

When regimen ART targets a unique region of the virus as retrotranscriptase (Group 2) it provides
higher selective pressure than targeting multiple regions as retrotranscriptase and protease (Group
1) and this could be translated in lower diversity outcomes either in total or resistance positions of
HIV-1 retrotranscriptase.
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1. INTRODUCCION

1.1 CONTEXTO Y JUSTIFICACION DEL TRABAJO

Epidemiologia del VIH-1

La Organizacién Mundial de La Salud (OMS) en el Ultimo informe conjunto con Naciones Unidas
publicado a principios de 2016, estima que cerca de 37 millones de personas estaban infectadas
por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) en el mundo (UNAIDS, 20163, b). De ellos, casi
1.8 millones son nifios menores de 15 afios y 110 000 fallecieron a causa de la infeccion.

Como resultado de los servicios de prevencién llevados a cabo por instituciones y gobiernos, la
profilaxis en el parto y en el nifio, el cuidado prenatal, alimentacion artificial, la cesarea electiva y
la monitorizacion del embarazo se ha observado un 70% menos de nuevas infecciones pediatricas
entre 2000 y 2015. A pesar de este progreso tan significativo, el nimero de nuevas infecciones
pediatricas por VIH permanece inaceptable llegando a ser de unas cifras de 150 000 infecciones
en el 2015. A partir del 2015, la OMS revisé las recomendaciones para el inicio del tratamiento
antirretroviral (TAR) indicando que todas las personas diagnosticadas de VIH iniciaran el
tratamiento lo antes posible.

La terapia combinada TAR ha reducido la mortalidad y morbilidad asociada a la infeccién por VIH
haciendo disminuir la replicaciéon del virus y permitiendo que el sistema inmune recupere sus
funciones normales y pueda crecer y desarrollarse, hecho particularmente importante en nifios.

PEOPLE LIVING WITH HIV AROUND THE WORLD

People living with HIV around the world 36.7 million
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Figura.1: Datos epidemioldgicos de la epidemia del VIH (UNAIDS 2015).



Biologia del VIH-1

El VIH-1 es un virus ARN de la familia de los retrovirus (Retroviridae) perteneciente al género
Lentivirus (Barré-Sinoussi et al., 1983). El virion maduro de VIH presenta dos copias de ARN de
cadena simple de sentido positivo de aproximadamente 9.8Kb (Muesing et al., 1985) envueltas
en una capside de forma cdnica, todo ello rodeado de una envuelta de membrana. El genoma del
VIH contiene tres regiones codificantes principales: gag, pol y env, comunes a todos los retrovirus.
El gen pol codifica las enzimas virales responsables de la maduracion (proteasa, PR), sintesis de
ADN a partir de ARN (retrotranscriptasa, RT) y de la integracion del virus (integrasa, INT).
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Figura 2. Representacion de los componentes principales del virion de VIH y su genoma a la izquierda.

Tratamiento Antirretroviral (TAR)

El acceso al TAR ha cambiado radicalmente el curso de la infeccién por VIH-1, tanto en poblacién
adulta como pediatrica, reduciendo la mortalidad e incrementando la esperanza de vida de la
poblacion infectada por el virus (Sanchez et al., 2003; Judd et al., 2007). No obstante, el
compromiso que exige la cronicidad del tratamiento y la selecciéon de mutaciones de resistencia
a los antirretrovirales, dificultan muchas veces el manejo de la infeccién, aumentando el riesgo
de que existan eventos de fracaso terapéutico y/o virolégico (WHO, 2016b). Al problema anterior,
en pediatria se le afiade la existencia de un menor numero de farmacos aprobados, las
formulaciones con mal sabor dificultando la administracion (CEVIHP/SEIP/AEP/SPNS, 2015) y el
retraso del desarrollo de nuevos ARV, cometiendo el error comun de extrapolar los resultados y
recomendaciones de adultos a poblacion pediatrica.

El TAR estd dirigido a las diferentes fases del ciclo de replicaciéon del VIH y esta distribuido en
distintas clases en funcién del mecanismo molecular y perfil de resistencia. Los mas comunes son
los inhibidores de la retrotranscriptasa (Inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de
nucledsido, ITIAN; Inhibidores de la transcriptasa inversa no andlogos de nucledsido, ITINAN),
inhibidores de la proteasa (IP) e inhibidores de la integrasa (INI).

Actualmente las guias de tratamiento frente al VIH recomiendan como terapia de inicio la
combinacién de dos ITIAN asociados a un tercer farmaco (CEVIHP/SEIP/AEP/SPNS, 2015). La
eleccion de éste Ultimo, ya sea un ITINAN, un IP potenciado (IP/r) o un INI, se fundamenta sobre
los datos de eficacia y seguridad de los ensayos clinicos, recomendaciones de las distintas guias y
sobre varios factores clinicos especificos del paciente. En los Gltimos afios, el aumento de la
eficacia y mejora de la tolerabilidad han conseguido que la decision acerca del tercer farmaco de
inicio sea mas discutida. Las guias actuales de inicio de TAR para nifios con edad entre 3-10 afios
recomiendan utilizar 2ITIAN+1ITINAN (WHO, 2016) o utilizar 2ITIAN+1ITINAN/1IP/1INI en funcién



de factores clinicos e intrinsecos de las circunstancias del paciente como interacciones con otros
farmacos o problemas de adherencia (AIDS.INFO.NIH, PENTA 2015, GESIDA 2016).

Diversidad genética y evolucion molecular del VIH

De los virus descritos, el VIH es uno de los que presenta una mayor tasa evolutiva, es decir, un
mayor numero de cambios en el genoma por unidad de tiempo. Ello es resultado de sus elevadas
tasas de replicacion, mutacién y recombinacion (Perelson et al., 1996). Las mutaciones,
incluyendo inserciones y delecciones, permanecen en el genoma debido a que la Tl carece de
actividad correctora de errores, siendo incapaz de eliminar los nucledtidos erréneamente
incorporados durante la transcripcion inversa. Las mutaciones sinénimas y no sinénimas se
originan debido a la degeneracion del codigo genético. Cuando la sustitucién del nucledtido no
produce un cambio de aminoacido el proceso recibe el nombre de mutacion sindénima y si origina
un cambio de aminodcido se denominara mutacion no sinénima (Ross & Rodrigo, 2002).

Todo ello produce una alta diversidad genética tanto a nivel de paciente como a nivel poblacional.
De modo que, dentro de un individuo infectado, el virus se organiza como una poblacién
altamente heterogénea de distintas variantes con genomas intimamente relacionados pero no

1"

idénticos. Esta estructura poblacional llamada “cuasiespecie viral”, se caracteriza por un proceso
constante de generacidon de mutantes, por la competicion entre ellos y por la accién de eventos
de seleccidn positiva y/o negativa en las variantes generadas. Existe un equilibrio poblacional

entre los nuevos mutantes y la eliminacién de los menos viables (Briones & Domingo, 2008).

Por otro lado, en pacientes tratados, el TAR ha demostrado que tiene efectos muy complejos
sobre la diversidad genética del virus, ya que puede promover la evolucién adaptativa y la fijacion
de mutaciones de resistencia (las cuales van a conferir resistencia a los ARV) (Pennings, 2012) y
en otros casos, puede reducir la diversidad genética (Kearney et al., 2014).

Una rapida evolucion es clave en el éxito del virus, siendo su arma mas eficaz ya que le permite
evadir el sistema inmune, resistir a los tratamientos y permanecer impasible frente a las vacunas.
A pesar de ello, la evolucion del virus también puede ser la llave del desarme. Un mayor
conocimiento del comportamiento del VIH producird una mayor capacidad para contener la
pandemia, mejorar el disefio de farmacos y vacunas y generar nuevas formas de luchar contra el
VIH.

Justificacion del trabajo final de master

La velocidad de evolucion del VIH-1 estd directamente relacionada con la frecuencia de aparicién
de mutaciones que confieren resistencia frente a terapias antirretrovirales, asi como con la
velocidad de progresion de la enfermedad. Por tanto, entender cudl es la velocidad de evolucion
de las posiciones del genoma viral relacionadas con esta resistencia, y como diferentes regimenes
de farmacos afectan a dicha velocidad de evolucidon, podria ayudar a mejorar los tratamientos
contra el SIDA.

Si se identifican cudles son las posiciones del genoma viral que evolucionan mds despacio, se
podrian plantear a nivel clinico terapias antirretrovirales con una durabilidad potencialmente mas
larga. Sin embargo, muy pocos estudios han abordado esta cuestion. Es mas, a pesar de que cerca



de 2 millones de nifios viven con VIH-1/SIDA actualmente (Datos UNAIDS 2016), la mayoria de
estos estudios se han realizado en pacientes adultos.

Este Trabajo Fin de Mdster pretende contribuir a generar el conocimiento que permita entender
este proceso a partir de herramientas bioinformaticas filogenéticas en una cohorte pediatrica
infectada por VIH-1.

1.2 OBJETIVOS

Objetivos generales:

e Objetivo 1. Estudiar el efecto de diferentes regimenes de tratamientos antirretrovirales sobre
la velocidad de evolucién del VIH-1 en la RT del VIH-1, una de las proteinas diana de farmacos
antirretrovirales en uso terapéutico.

e Objetivo 2. Identificar los regimenes antirretrovirales que inducen a una menor velocidad de
evolucion del VIH-1 en los aminodcidos de la RT viral relacionados con resistencia
antirretroviral.

Objetivos especificos:

Objetivo 1.1. Obtener secuencias de nucledtidos de la RT del VIH-1 de pacientes pediatricos de la
cohorte de estudio disponibles en el laboratorio de Epidemiologia Molecular del VIH-1 en el
Hospital Ramon y Cajal de Madrid, asi como la informacion asociada a estas secuencias relativa a
los tratamientos antirretrovirales a los que se ha sometido al paciente del que proceden.
Objetivo 1.2. Calcular y comparar la velocidad de evolucién del VIH-1 en la RT viral en funcion del
tipo de tratamiento antirretroviral dirigido frente a esa proteina.

Objetivo 1.3. Identificar las posiciones asociadas a resistencia a terapias antirretrovirales en la RT
viral y analizar si la velocidad de evolucion de estas posiciones difiere en funcién del tratamiento.
bbjetivo 2.1. Simular la velocidad de evolucion del VIH-1 bajo diferentes combinaciones de
antirretrovirales utilizando los datos del Objetivo 1.

Objetivo 2.2. Realizar un analisis comparativo de las diferentes simulaciones del Objetivo 2.1.
identificando la combinacion de antirretrovirales que resulta en una menor velocidad de
evolucion del VIH-1. |

1.3 ENFOQUE Y METODO

Seleccion de grupos de estudio

Para la realizacion del trabajo se seleccionaron los pacientes en grupos de estudio que seguian

los siguientes criterios de elegibilidad:

- Pacientes infectados por virus VIH-1 Subtipo B para minimizar posibles diferencias debidas a
las propias caracteristicas del subtipo del virus.

- Pacientes que tuvieran disponible una secuencia de retrotranscriptasa asociada registrada
en el Laboratorio de Epidemiologia Molecular del VIH-1 en el Hospital Ramén y Cajal

- Pacientes que tuvieran asociado a esa secuencia genética de la retrotranscriptasa viral un
dato conocido del tiempo en tratamiento antirretroviral

- Pacientes que hubieran estado con uno de los dos regimenes a comparar siendo éstos
usados como primera linea de tratamiento (no pretatados con regimenes diferentes)
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Para evitar posibles interferencias que pudieran tener un efecto de confusién sobre nuestros
resultados se excluyeron aquellos pacientes que presentaran coinfecciones con otros virus como
Virus de la Hepatitis B o Virus de la Hepatitis C, que hubieran estado menos de un mes en
tratamiento antirretroviral, que tuvieran indeterminaciones en bases nucleétidicas debido a la
técnica de secuenciacion o recombinantes intrasubtipo B.

De esta manera se obtuvieron tres grupos de secuencias:

- GRUPO 1 (n=18): Secuencias RT con TAR 2NRTI+1PI
- GRUPO 2 (n=28): Secuencias RT con TAR 2NRTI+1NNRTI
- GRUPO 3 (n=46): Total de secuencias

Cada secuencia tenia asociado un tiempo en dias correspondiente al tiempo que llevan en ese
régimen de tratamiento. Este tiempo sera calculado a partir de la fecha de toma de muestra para
secuenciar y la fecha de inicio de tratamiento.

De cada grupo de secuencias se obtuvieron las secuencias completas y las secuencias
concatenadas de nucledtidos codificantes para posiciones asociadas a mutaciones de resistencia
a farmacos DRM).

Debido a la diferencia de tamafio muestral existente entre ambos grupos de estudio se realizaron
remuestreos aleatorios con reposicién (bootstrap) en el Grupo 2 creando diez remuestreos con
18 secuencias cada uno.

Alineamientos y edicion de las secuencias

El alineamiento de las secuencias se realizd mediante alineamiento multiple por MUSCLE
implementado en el software MEGA 7.0, editando manualmente el alineamiento con el fin de
que todas las secuencias tuvieran la region de la RT con misma longitud y multiplo de tres en fase
de lectura de la proteina.

Analisis filogenético

Con la informacién anterior se construyeron arboles filogenéticos de cada grupo mediante
aproximaciones bayesianas basadas en teoria de coalescencia y mediante el método de maxima
verosimilitud o Maximum likelihood.

a) Andlisis filogenético Bayesiano
La inferencia bayesiana en filogenia genera la probabilidad posterior de un arbol filogenético

basado en la probabilidad de ese pardametro y la funcién de verosimilitud de los datos. De forma
contraria al método de maxima probabilidad, la inferencia bayesiana calcula la probabilidad de
que el drbol sea correcto basdndose en los parametros poblacionales de tu poblacion
estableciendo asf primero un criterio poblacional y luego un andlisis y no al revés calculando la
probabilidad de que nuestros datos se adapten al drbol.

La estadistica bayesiana especifica a priori, sin conocer los pardmetros que se utilizardn en el
modelo, unas distribuciones para describir la poblacion de secuencias y los valores que éstos
pueden tomar. La probabilidad posterior de un arbol (probabilidad de que el arbol sea correcto
dados unos datos y un modelo evolutivo) se calcula mediante el Teorema de Bayes, evaluando



todos los posibles arboles y, para cada arbol, investigando todas las posibles combinaciones de
longitudes de ramas y pardmetros evolutivos aproximandose a la distribucion de la probabilidad
posterior a través de algoritmos Markov Chain Monte Carlo (MCMC).

Los algoritmos MCMC se basan en cadenas con eslabones que parten de un arbol al azar (con una
topologia, longitudes de rama y pardmetros del modelo) y realiza cierto nimero de cambios para
generar nuevos arboles modificando ligeramente el arbol inicial. Tras cada generacién, el cambio
se acepta o se rechaza en funcion de la razén de probabilidades posteriores del nuevo y anterior
arbol del que surgieron las modificaciones. Si esta razén es mayor que uno el nuevo arbol es mas
probable y el cambio se acepta, siguiendo la cadena MCMC.

| |

Figura.3: Representacion de algoritmo Markov Chain Monte Carlo (MCMC). Durante las generaciones
iniciales de las cadenas MICMC, los drboles tienen una probabilidad posterior muy baja, lo que
conocemos como ruido, burnin o calentamiento. Tras esa fase inicial, las cadenas alcanzan una fase
estacionaria donde los drboles alcanzan una probabilidad posterior elevada hasta que convergen en
una zona de mdxima probabilidad posterior (resumiendo en un drbol consenso).

La distribucidn que siguen estas probabilidades posteriores es una distribucion gamma en el que
existen pocos datos con un valor muy alto y todos los demas con un valor bajo. Esta distribucién
se puede definir por intervalos (“intervalos gamma”) y por una forma de la curva (“valor alpha o
gamma shape”).

Para evitar que la cadena se quede atrapada, la inferencia bayesiana utiliza varias cadenas MCMC
simultaneamente. El programa MrBayes generalmente implementa cuatro cadenas MCMC, una
cadena “fria” y tres “calientes” (elevando la probabilidad posterior en una potencia entre Oy 1
para dar saltos mayores). Durante el proceso las cadenas se intercambian para que ninguna
quede atrapada en el bucle. El factor “temperatura de las cadenas” y “la convergencia de las
cadenas/Average Standard Deviation of Split Frequencies” son variables importantes para saber
si las cadenas MCMC de nuestro analisis han explorado de forma eficiente el conjunto de los
datos. Una diferencia <sd=0.05 suele indicarnos que las cadenas han convergido.

b) Analisis filogenético por maxima verosimilitud

Este método infiere una distribucién de probabilidad asignando probabilidades a los posibles
arboles que se van generando. De esta manera, al contrario que el anterior, primero se generan
los drboles y luego se les asigna una probabilidad. Una de las caracteristicas de este método es
que requiere un modelo de sustitucion de bases nucleotidicas para estimar la probabilidad de
cada tipo de mutacién en las secuencias, el arbol que requiera mas mutaciones en sus nodos
internos para explicar los datos observados serd menos verosimil.



Para elegir qué modelo se ajusta mas a la poblacién de secuencias se utiliza el programa
JModeltest que implementa dos criterios (Criterio de informacion de Akaike (AIC) y Criterio de
informacién bayesiano (BIC)).

e AlCesunamedidade la calidad relativa de un modelo estadistico. Analizala bondad de ajuste
y complejidad del modelo basandose en la entropia de informacion “cuanta informacion
perderia cuando se utiliza un modelo”.

e BIC se basa en la funcién de probabilidad. Introduce la penalizacién para el nimero de
parametros al igual que AIC pero menos flexible. El modelo con menor valor de BIC serd el
que menos informacion pierde.

Una vez seleccionado el mejor modelo, JModeltest nos da el nombre del modelo seleccionado
por el criterio que hayamos elegido, el codigo del modelo/partition de seis digitos enteros, el —
InL que nos da idea de la informacion perdida, el valor kappa, la frecuencia de bases nucleotidica
y de pares de bases y el valor alpha/gamma shape.

Para generar los arboles por analisis de maxima verosimilitud utilizamos PhyML, un paquete de
programas que implementa diversas funciones y nos permite afiadir el modelo customizado.

Se generaran los arboles de los tres grupos de secuencias, con las secuencias RT completas y con
las posiciones de resistencia concatenadas.

Analisis de la sefial temporal

A diferencia de la mayoria de los métodos de inferencia filogenética la aproximacién utilizada en
este trabajo incorpora una componente temporal a la reconstruccion filogenética. Para analizar
si existe una sefial temporal o temporalidad sincronizada (clocklikeness) de la filogenia molecular
se utilizard la herramienta TempEst (antes denominada Path-O-Gen). Las secuencias, con un dato
temporal diferente, en este caso el tiempo que llevan bajo un tratamiento antirretroviral en dias,
y los drboles que se han generado por inferencia bayesiana se introduciran en el programa. Se
analizara la hipotesis de reloj-molecular de las secuencias.

Estimacidn las tasas de evolucidon del virus

Una vez validado que existe una cronologia temporal de las secuencias o sefial temporal, se
procederd al andlisis de divergencia y analisis de evolucion.

El paquete “Bayesian Evolutionary Analysis by Sampling Trees- BEAST” implementa una serie de
algoritmos MCMC para inferencia bayesiana filogenética molecular, integrando hipdtesis
evolutivas en el espacio y tiempo. Se obtendran las tasas de sustitucidn/sitio/dia de los diferentes
grupos de secuencia en funcién de su régimen de tratamiento.

Para abordar el Objetivo 2, se realizardn simulaciones forward-in-time mediante programas
informaticos usando la informacién obtenida en el Objetivo 1. Aunque hay un gran nimero de
programas que puede realizar estas simulaciones, en este trabajo se utilizaran programas
especificamente disefiados para simular la evolucion de poblaciones virales.



Comparacion de diversidad genética

Tomando la diversidad genética como proxy de velocidad de evolucién, se compararon las
longitudes de las ramas de los arboles filogenéticos construidos a partir de las secuencias
nucleotidicas y codones de los grupos de estudio. Para establecer una comparacion ajustada por
el tiempo en tratamiento se concatenaron las secuencias siguiendo un orden de tiempo en dias
de tratamiento. El andlisis se realizd a partir de los arboles de dos particiones, cada una
correspondiente un grupo de estudio, estableciendo una hipdtesis nula con una constriccion de
la longitud de las ramas (longitud de las ramas grupo 1 = longitud de las ramas grupo 2) y una
hipdtesis alternativa (longitud de las ramas grupo 1 # longitud de las ramas grupo 2). El anélisis
se realizd para cada replicado del grupo 2 y para las secuencias completa y secuencias de
posiciones asociadas a mutaciones de resistencia.

Analisis Estadistico

Las diferencias en las frecuencias de datos clinicos epidemioldgicos de ambos grupos fueron
analizadas mediante un test chi cuadrado o Fisher cuando fue necesario con un nivel de
significacién del 95%. Los test no paramétricos para la comparacion de medianas fueron
realizados por la prueba U de Mann-Whitney mediante el paquete de programas R (www.r-
project.org). La comparacion de longitud de las ramas de los arboles filogenéticos fue realizada
por un test de cociente de verosimilitud o Likelihood Test Ratio (LTR) con un nivel de significacién
del 95% implementado en HyPHY (Hypothesis testing using phylogenies) (Sergei L., 2004).

1.4 PLANIFICACION DE TRABAJO SEGUIDA

Andlisis de resultados
1]

1
Alineamiento Analizar la sefial Diversidad genética como proxy l
de secuencias| temporal El de velocidad de evolucién

‘ Seleccién de pacientes y | Arboles filogenéticos 4’ |E| I PECO3
itucién sitio/dia 4 I
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1.5 RESUMEN DE RESULTADOS

Los pacientes de ambos grupos presentaron un estado clinico inmunoldgico similar con un
recuento de linfocitos T CD4+ similar, marcador de la recuperacion inmune de los pacientes, y
cargas virales de VIH en plasma también similares. El tiempo medio en afios de tratamiento fue
parecido en ambos grupos sin diferencias significativas.

Mediante el analisis de sefial temporal no se pudo rechazar la hipdtesis nula por lo que no se
encontré una relacion entre el tiempo de tratamiento y la distancia root-to-tip en los arboles
filogenéticos generados a partir de las secuencias RT y secuencias de posiciones concatenadas
asociadas a resistencia de cada grupo (R2<0.3, Pendiente<0.001, Residual mean<0.001).

Por el contrario, mediante la comparacién de diversidad, el Grupo 1 presentd una longitud de las
ramas mayor (LTR, P<0.001) en los drboles construidos a partir de secuencias de nucleétidos y



codones. Analizando Unicamente las posiciones asociadas a resistencia el Grupo 1 presento la
misma tendencia anterior aunque sin significacion, probablemente por el escaso tamafio
muestral. La presion de seleccién medida como la diferencia entre mutaciones no sindnimas (dN)
y mutaciones sindnimas (dS) fue mayor en el Grupo 2.

1.6 DESCRIPCION DE OTROS CAPITULOS DE LA MEMORIA

l. INTRODUCCION
1. RESULTADOS
M. DISCUSION

IV. CONCLUSIONES



2. RESULTADOS

POBLACION DE ESTUDIO

Los pacientes de ambos grupos presentaron una distribucion en género similar y una edad media
a la fecha de toma de muestra mayor en el Grupo 2 (P=0.039). La mayoria de los pacientes fueron
de nacionalidad espafiola en el Grupo 1y de nacionalidad hondurefia en el Grupo 2. La mediana
de edad a toma de la muestra fue de 3.98 en el Grupo 1y 7.29 en el Grupo 2 (P>0.05) y a fecha
de diagndstico fueron los pacientes del Grupo 2 los diagnosticados mas tardiamente con una
mediana de edad de 0.54 para el Grupo 1y 1.75 en el Grupo 2 (P=0.035, Wilcoxon=165).

La transmision fue vertical en todos los pacientes teniendo un perfil inmunolégico (nimero de
linfocitos T CD4+) similar con una mediana de 1255 (IQR: 679.9-1943) en el Grupo 1y de 889.1
(IQR: 469-1320) en el Grupo 2. La carga viral de VIH en plasma en ambos grupos de pacientes fue
también parecido (P=0.485).

Como cabia esperar, aquellos pacientes del Grupo 1, tratados con el tercer farmaco del régimen
a inhibidores de la proteasa presentaron mayor nimero de mutaciones de resistencia a estos
farmacos (P=0.04) y aquellos pacientes del Grupo 2, tratados con el tercer farmaco a NNRTI,
presentaron mayor nimero de mutaciones de resistencia a NNRTI (P=0.001).

Los datos clinico inmunoldgicos se resumen en la Tabla 1.

Caracteristicas epidemioldgicas y virologicas de la poblacion de estudio

Grupo 1 [Régimen 2ITIAN + 11P] N=18 Grupo 2 [Régimen 2ITIAN+ 1 ITINAN] =28 P-valor
Caracteristicas demograficas
Género Femening 9 (50%) 12 (42.9%) 0.768
Edad en afios {I0R) 3.98 (2.2-8.21) 7.29(5.52-11.41) 0.079%
Edad al diagndstico en afios (IOR) 0.54 [0.14-2.1] 1.75 [1-3.76] 0.035°"
Origen
Espafia 14 (77.8%) 4(13.8% ) <0.0017***
Honduras 2(11.1%) 21(72.4%) <0.001°%**
Qtros 2(11.1%) 4(13.8%) Iy
Ruta de transmisién del VIH
Perinatal 18 (100%) 29 (100%)
Caracteristicas clinicas
D4 [mm?) 1255(27, 2936] B27.4 [111, 1590) 0.227 (7=
Tiempa en tratamienta (dias) 1202,7(27, 2723] 1724.8 [19, 4090] 0.058 {r=-1 5)
Caracteristicas virolégicas
Carga viral {cp/mL} 110 364 (50, 250 000] 59 552 [1010, 750 000] 0.485 (T=0.71)
Pacientes con MOR a ITIAN 7(38.9%) 12 (42.9%) 1
Pacientes con MDR a ITINAN 3(16.7%) 19 (67.9%) 0.0017***
Pacientes con MDRa IP 5(27.8%) 2 (0.7%) 0.04°*

Tabla 1. Caracteristicas basales epidemioldgicas, clinicas y viroldgicas de los pacientes incluidos en el
estudio. MDR: Mutaciones de resistencia a farmacos; ITIAN: Inhibidores de la RT andlogos de nucledsido;
ITINAN: Inhibidores de la RT no andlogos de nucleésido; IP: Inhibidores de la PR; F: Test de Fisher; T: Test
de Student; W: Wilcoxon Rank Sum Test; * P-valor<0.05; ** P-valor<0.01; *** P-valor<0.001



ANALISIS DE TASAS DE SUSTITUCION Y SENAL TEMPORAL

Se contrasto la existencia de una relacién entre el tiempo en tratamiento y la distancia a la raiz
del arbol. La pendiente en todos los grupos fue cercana a cero y el coeficiente de determinacion
muy bajo por lo que no se aceptd la hipotesis de una sefial temporal fiable en estos arboles (Tabla

2).
" Sec.total  Sec.MDR | Sec.total  Sec. MDR | Sec.total  Sec. MDR
Pendiente (Tasa de sustitucién) (1} 0 0 5.18e-8 0 1.02e-7
Coeficiente de correlacion -0.57 -0.012 -0.52 2.52e-2 -0.52 3.66e-2
R2 0.32 1.44e-4 0.27 6.36e-4 0.27 1.35¢-3
Minimos cuadrados de 2.07e-3 1.46e-4 5.53e-4 2.03e-4 2.68e-4 2.36e-4

residuos

Tabla 2. Resultados obtenidos de andlisis de sefial temporal en los drboles filogenéticos del Grupo 1,
Grupo 2 y Grupo 3 que contiene el total de secuencias analizadas. No existe relacion entre el tiempo
de tratamiento y la distancia genética medida como la longitud de las ramas.

DIVERSIDAD GENETICA COMO PROXY DE VELOCIDAD EVOLUTIVA DEL VIH
El Grupo 1 (2NRTI+1PI) presentd una longitud de las ramas mayor (LTR, P<0.001) tanto cuando
se comparaban los arboles filogenéticos construidos a partir de las secuencias de nucledtidos
como la secuencia de mutaciones sindnimas analizando aminodcidos (Tabla 3, Figura 1).

Branches length among groups
Total sequence
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LTR test. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001

Figura 4. Longitud de las ramas total del Grupo 1 comparada con la media de las longitudes totales
de las ramas de los replicados del Grupo 2 tanto en los drboles construidos a partir de nucleétidos
como para secuencias de aminodcidos.



0 (Branches Length)

Nucleotide sequence Synonymous mutation
STUDY GROUPS Comparison with Comparison with
Branches Branches
Groupl Groupl
Group 1 1.62 - 254 -
Comparison 151 LR=111.35 219 LR=102.31
Rep-2.1 ) P=1.05e-10*** ) P=7.38e-11%***
Comparisen LR=115 LR=113.3
Rep- 2.2 U P=2.72e-11%** 243 P=5.11e-11%**
Comparison LR=195.24 LR=193.66
Rep-2.3 1 P<0.001%** U P<0.001%**
Comparison LR=197.17 LR=196.77
0.97 143
Rep- 2.4 P<0.001%** P<0.001***
Comparison LR=234.21 LR=232.43
Rep-2.5 i P<0.001%** G P<0.001***
Comparison LR=165.15 LR=165.35
1.08 1,61
Rep- 2.6 P<0.001%** ’ P<0.001***
Comparison LR=181.18 LR=116.36
159 2,09
Rep- 2.7 P<0.001%** ! P=1.64e-11%**
Comparison LR=117.5 LR=116.36
Rep- 2.8 1 P<1.07e-11%** e P=1.64e-11%**
Comparison LR=213.48 LR=213.86
1.01 1.58
Rep-2.9 P<0.001%** P<0.001%**
Comparison LR=234.13 LR=213.86
1.01 1.62
Rep-2.10 P<0.001%** P<0.001***

LTR test. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001

Tabla 3. Longitud de las ramas total del Grupo 1 comparada con las longitudes totales de las ramas
de los replicados del Grupo 2 tanto en los drboles construidos a partir de nucleétidos como para
secuencias de aminodcidos.

Analizando Unicamente las posiciones asociadas a resistencia a farmacos inhibidores de la RT, el
grupo 1 presentd una tendencia a tener una longitud mayor de las ramas tanto para la secuencia
de nucledtidos como para mutaciones sindnimas como pasaba para la secuencia total de todas
las posiciones. A pesar de ello, esta tendencia no es significativa probablemente debido a obtener
poca potencia estadistica por el nimero de muestra y el tener pocos nucleétidos a comparar (48
nucledtidos).

Branches length among groups
DRM concatenated sequences
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LTR test. N5: Not Significant P>0.05

Figura 5. Longitud de las ramas de las posiciones de resistencia del Grupo 1 comparada con la media de
las longitudes totales de las ramas de las posiciones de resistencia de los replicados del Grupo 2 tanto en
los drboles construidos a partir de nucledtidos como para secuencias de aminodcidos.



0 (Branches length)

MNucleotide sequence Synonymous mutation
STUDY GROUPS Comparison with Comparison with
Branches Branches
Groupl Groupl
Group 1 138 - 1.26
Comparison LR=36.05 LR=36.17
Rep- 2.1 e P=0.285 D P=0.28
Compari LR=40.76 LR=363
S 079 0.76
Rep- 2.2 P=0.138 P=0.275
Comparison LR=48.88 LR=37.52
Rep- 2.3 e P=0.028* iz P=0.231
Comparison LR=46.34 LR=38.45
0.72 0.62
Rep- 2.4 P=0.049* P=0.201
Comparison LR=54.66 LR=54.66
0.98 0.83
Rep- 2.5 P=0.008** 0.089
Comparison LR=37.53 LR=33.01
1.02 0.96
Rep- 2.6 P=0.237 P=0.418
Comparison LR=37.33 LR=29.67
Rep-2.7 D P=0.237 i P=0.586
Comparison LR=55.44 LR=55.44
Rep-2.8 - P=0.006** 2 P=0.105
Comparison 0.69 LR=42.16 053 LR=42.16
Rep-2.9 P=0.108 P=0.108
Comparison 0.69 LR=42.16 053 LR=42.16
Rep- 2.10 P=0.108 P=0.108

LTR test. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001
Tabla 4. Longitud de las ramas de las posiciones de resistencia del Grupo 1 comparada con la media de las
longitudes totales de las ramas de las posiciones de resistencia de los replicados del Grupo 2 tanto en los
drboles construidos a partir de nucledtidos como para secuencias de aminodcidos.

Para determinar si esta mayor diversidad del Grupo 1 se debia a un efecto aditivo de las
posiciones de resistencia y el resto de la proteina o se trataba de un efecto global se realizo el
mismo analisis utilizando las posiciones de RT excluyendo aquellas posiciones conocidas
asociadas a resistencia a ITIAN. El mismo efecto fue observado, tanto en la secuencia de
nucledtidos como en mutaciones sindnimas el Grupo 1 presentd mayor longitud de las ramas
(P<0.001%**).

PRESIONES DE SELECCION

Se calcularon las presiones de seleccion en ambos grupos de estudio, medida como la diferencia
entre el nimero de mutaciones no sindnimas (dN) y nimero de mutaciones sinénimas (dS). El
grupo 1 presentd un valor dN-dS mayor que el grupo 2 en la totalidad de la proteina (0,146 vs.
0.165) y en las posiciones asociadas a resistencia a farmacos (0.2 vs. 0.33) representado en la
Figura 6.
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Figura 6. Presion de seleccion (dN-dS) de los dos grupos de estudio en el total de la secuencia

para retrotranscriptasa (Total Seq) y en las posiciones asociadas a mutaciones de resistencia
(DRM seq).



3. DISCUSION

Multiples estudios han abordado la comparacién de posibles terceros farmacos asociados a los
dos ITIAN en el tratamiento inicial para el VIH-1. A pesar de que ensayos clinicos pediatricos como
PENPACT-1/PENTAS (Babiker, A., 2011) y PROMOTE-pediatrics-trial (Achan J., 2012) exponen una
eficacia inmunoldgica, viroldgica y clinica parecida utilizando IPs o ITINANs como tercer farmaco
de eleccidn, existen estudios con resultados diferentes para estos dos posibles regimenes. El
estudio IMPAACT PI0O60 (Palumbo P., 2011) muestra un mayor fallo terapéutico a nevirapina
(ITINAN) en nifios menores de 3 afios comparado con lopinavir/ritonavir (IP) mientras que en el
estudio NEVEREST (Coovadia A., 2015) se observan mejores resultados en estatus inmunolégico
y crecimiento de los pacientes con nevirapina. Las guias actuales de tratamiento recomiendan la
elecciéon del tercer farmaco basandose en datos clinicos particulares de los pacientes como
adherencia, interaccidn con otros farmacos y preferencias del paciente si existieran (PENTA 2015,
GESIDA 2016, AIDS NIH, 2015).

A pesar de la gran cantidad de trabajos relacionados con la eleccion del régimen de tercer
farmaco, la mayoria se basan en perfiles inmunolégicos y eficacia de tratamiento y muy pocos
tienen en cuenta el comportamiento evolutivo del virus en los diferentes regimenes. Un estudio
reciente en adultos ha relacionado la efectividad de los diferentes farmacos antirretrovirales y
sus combinaciones con la diversidad genética medida como p-thinning en las posiciones asociadas
a mutaciones de resistencia concluyendo que los regimenes basados en 2ITIAN+1ITINAN
presentaron menor cambio de diversidad comparado con los regimenes 2ITIAN+1PI y en menor
medida con 2ITIAN+1PI con potenciadores (Feder A., 2016).

Los dos grupos de pacientes incluidos en nuestro estudio presentaron perfiles inmunolégicos y
cargas virales sin diferencias significativas, por lo que de forma global se podria decir que ambos
tratamientos estan siendo igualmente eficaces para similares tiempos en ellos y edad de los nifios.
Atendiendo a la evolucion molecular del virus, nuestros resultados muestran una mayor
diversidad genética, y por tanto velocidad de evolucion, en el grupo de pacientes tratados con
2ITIAN+1PI, tanto en secuencia nucleotidica como cuando se comparaba la secuencia traducida
a amino 4cidos para mutaciones sindnimas. Cuando comparamos Unicamente las posiciones
asociadas a resistencia se pudo observar el mismo resultado por lo que parece existir el mismo
fendmeno observado previamente en adultos (Feder A., 2016). Por tanto, parece observarse que
esta mayor diversidad no es solo en las posiciones de resistencia asociadas a ITIAN sino que es un
efecto global en toda la RT.

Cuando se analizd la presion de seleccién se pudo observar que el grupo de secuencias
procedentes de los pacientes tratados con ITINAN como tercer farmaco de inicio presentaban
mayor dN-dS. Este resultado concuerda con lo esperado ya que el régimen basado en una Unica
diana en el virus es aquel que tiene mayor presion de seleccion sobre ella. Este hecho podria
explicar el efecto de una menor diversidad genética puesto que cualquier posible cambio podria
conllevar una pérdida de fitness viral.

La asociaciéon de la diversidad genética con la progresion a la enfermedad es un tema de
controversia. En nifios existen estudios que han asociado una mayor diversidad genética con una



lenta progresion en la enfermedad (Williammson S, 2003; Halapi E., 1997) mientras que otros no
han encontrado dicha relacion (Zhang H, 2010).

Feder A. et al. descubrieron que pacientes VIH+ tratados con regimenes y combinaciones de éstos
muy eficaces tenian poblaciones de VIH que evolucionaban bajo una deriva muy estricta teniendo
menor probabilidad de ocurrir mutaciones de resistencia en la poblacién VIH intrahuesped.
Derivas genéticas fuertes reducen notablemente la diversidad genética en las poblaciones de
forma similiar a un cuello de botella (Kaplan et al., 1989).

El resultado clave de este estudio es que a pesar de existir resultados clinicos parecidos en ambos
regimenes demostrado en estudios anteriores y en nuestros resultados, el VIH-1 no evoluciona
de la misma forma ni con la misma velocidad en ellos, siendo mayor cuando los tratamientos
tienen dianas del ciclo viral diferente.

Aungue nuestros resultados parecen ser robustos por la cantidad de criterios de inclusion y
exclusion de los pacientes y por la realizacion de replicados para generar los analisis, este estudio
tiene la limitacién de cualquier estudio observacional. Futuros analisis de posibles combinaciones
dentro del mismo régimen serian necesarios para determinar si se trata de un fenémeno asociado
a la familia de farmaco o bien al farmaco en si mismo.
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