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1. ABSTRACT

A genetic polymorphism in interferon lambda 4 is associated with the
spontaneous healing as well as with the response to interferon alpha in patients
infected by hepatitis C virus (HCV). This polymorphism determines functional
expression of the gene as well as a possible immune profile most favorable
against possible viral infections. In this paper we propose the hypothesis that
this polymorphism may also have a protective role against virus infection of
Human Immunodeficiency Virus type 1 (HIV-1) in drug men infected by the
Hepatitis C Virus. For this, we have optimized the diagnosis if this
polymorphism as well as we have also determinated genotypic frequencies in a
population exposed to HIV-1 by parenteral via in two groups: HIV-1+/HCV+
(coinfected) and HIV-1-/HCV+ (exposed uninfected). We have identified that the
genotype TT/TT has innate resistance to the infection by HIV-1 (O.R. = 0,667),
while the heterozygous genotype and the homozygous genotype for the
deletion increased the probability of infection (O.R. = 1,653) (p = 0,01). These
data contrast with those previously published by other international teams who
do not observe INFL3 genetic association of resistance to infection by HIV in
serodiscordant couples as well as the progression to AIDS infection. Our data
suggest that this polymorphism confers innate resistance to the infection by

HIV-1 in our group of study.
2. RESUMEN

Un polimorfismo genético en interferon lambda 4, esta asociado con la
curacion espontanea asi como con la respuesta al interferén alfa en pacientes
infectados por el Virus de la Hepatitis C (VHC). Este polimorfismo determina la
expresion funcional del gen asi como un posible perfil inmunolégico mas
favorable frente posibles infecciones virales. En este trabajo planteamos la
hipotesis de que este polimorfismo pudiera tener también un papel protector
frente a la infeccion por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana Tipo 1 (VIH-1)
en varones drogadictos infectados por el virus de la hepatitis C. Para ello
hemos optimizado el diagndstico de dicho polimorfismo asi como determinado
las frecuencias genotipicas en una poblacién expuesta al VIH-1 por via

parenteral en dos subgrupos: VIH-1+/VHC+ (coinfectados) y otro VIH-1-/VHC+



(expuestos no infectados). Hemos identificamos que el genotipo TT/TT
presenta resistencia innata a la infeccion por el VIH-1 (O.R. = 0,667), mientras
que el genotipo heterocigoto y el homocigoto para la delecibn aumentaban la
probabilidad de infeccion (O.R. = 1,653) (p = 0,01). Estos datos contrastan con
los previamente publicados por otros dos equipos internacionales en los que no
observan asociacion genética de INFL3 con resistencia a la infeccién por VIH-1
en parejas serodiscordantes asi como en la progresion a SIDA de la infeccidn.
Nuestros datos sugieren que este polimorfismo de INFL4 confiere resistencia

innata a la infeccion por VIH-1 en nuestro grupo de estudio.
3. KEY WORDS

VIH-1, VHC, INFL4, SNP, Expuestos no infectados, drogadictos por via

parenteral.
4. INTRODUCCION

De acuerdo con los datos de la ONU, viven en el mundo 40,3 millones de
personas infectadas por el VIH, de las cuales 17,5 millones son mujeres y 2,3
millones son nifos. La prevalencia notificada de infeccion por VIH-1 global fue
de 1,1%, siendo el registro mas alto en Africa subsahariana [Urban et al. 2010].
Ademas, casi el 90% de los casos de VIH-1 notificados en registros oficiales se
han atribuido a las relaciones sexuales sin proteccion y alrededor de la mitad
de ellas a las relaciones sexuales entre varones [Shirzi & Phita. 1993]. Sin
embargo, la transmision heterosexual representa el 44,5% de los casos vy el
numero creciente de pacientes mujeres subraya la importancia de este grupo
poblacional. Actualmente, el papel que juega esta via de infeccién es cada vez

mas importante, particularmente en Estados Unidos [Magis-Rodriguez, 1997].

Se trata de una enfermedad con mecanismos subyacentes inmunopatogénicos
extremadamente complejos; el proceso de la patologia es multifactorial con
multiples fases que se solapan. Su carga viral es sustancial y la replicacion viral
se produce a lo largo de todo el curso de la infeccion por VIH-1 [Shirzi & Phita,
1993]. Ademas, este virus tiene una gran adaptacién evolutiva, asi, las cepas
virales que circulan alrededor del mundo presentan gran heterogeneidad de

genotipos distribuidos como agrupaciones genéticas naturales con



distribuciones geograficas caracteristicas de infeccion y dispersion diferentes.
El aumento de la capacidad de accion antiviral, facilitado por el desarrollo de
nuevos farmacos, ha incrementado la frecuencia de mutantes virales
resistentes, por esto, se dificulta la aplicacion de una terapia antirretroviral
exitosa [Ank & Paludan, 2009].

Aun asi, la exposicion al Virus de la Inmunodeficiencia Humana tipo 1 (VIH-1)
no siempre esta asociada con una infeccidn productiva. Datos recopilados
durante los ultimos afios ha permitido determinar la probabilidad de infeccion
en funcidén de las diversas practicas de riesgo como contacto con sangre o

relaciones sexuales no protegidas (Tabla 1).

Tipo de exposicion Numero estimado de infecciones por
cada 10.000 exposiciones a una fuente
infectada

Transfusién de sangre 9,000

Parto 2,500

Inyeccion de droga 67

Coito anal receptivo 50

Aguja de laboratorio percutanea 30

Coito vaginal receptivo 10
Coito anal insertivo 6.5
Coito vaginal insertivo 5
Felacién receptiva 1
Felacién insertiva 0.5

Tabla 1: Probabilidad de infeccién en funcién de las diversas practicas de riesgo de
contagio. [Kaplan & Heimer, 1995], [Leynaert & Downs, 1997], [Varghese et al. 2002].

De esta informacion se desprende que la probabilidad de infeccion es elevada
en algunos casos como transfusién de material contaminado (90%) o parto
(25%). Sin embargo en otros casos la tasa de transmision del virus es muy
débil 0,67% para uso compartido de jeringuillas 6 0,1% para coito vaginal
receptivo. Todo ello parece indicar que existe una inmunidad innata

relativamente potente frente a la infeccién por VIH-1 independientemente de
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otros factores que pueden condicionar la probabilidad de infeccibn como la
carga viral del individuo transmisor. Observaciones realizadas desde el
principio de la epidemia de SIDA identificaron un grupo de individuos que
permanecian seronegativos para VIH-1 después de multiples eventos de
exposicion al virus fundamentalmente de derivados sanguineos, uso

compartido de jeringuillas y contactos sexuales de riesgo.

Estos individuos son los denominados expuestos no-infectados (ENIS) y
constituyen un grupo muy importante para identificar factores genéticos
relacionados con una resistencia natural a la infeccion por VIH-1. Existen varios
tipos de cohortes de ENIS en funcidén del tipo de riesgo de infeccion:
drogadictos por via parenteral, prostitutas, promiscuos sexuales, nifios nacidos
de madres seropositivas y trabajadores sanitarios expuestos accidentalmente
al VIH-1 [Shacklett, 2006]. Muchos factores genéticos han sido identificados en
los ultimos afos gracias a estudios de asociacion de genes candidatos que
influyen en la tasa de infeccidbn o en la velocidad del curso clinico de la

infeccion Estos genes pueden ser clasificados en tres tipos:

1. Polimorfismos en genes del virus que afectan a la capacidad replicativa
0 a su evasion del sistema inmunitario.

2. Polimorfismos humanos en genes codificantes para proteinas
necesarias para la correcta entrada y replicacion del virus en las células
humanas.

3. Polimorfismos humanos en genes codificantes para proteinas que
modulan la respuesta inmunitaria innata o adquirida frente a la infeccion.

Existen multitud de genes que estan asociados a una resistencia parcial a la
infeccion por VIH-1, a continuacion revisaremos someramente los mas

importantes.

4.1. Receptores de quimiocinas

El primer correceptor descubierto fue CXCR4 [Feng et al. 1996] y poco
después se descubrio el papel esencial de CCRS5 en la infeccion por VIH-1y la
fuerte asociacion entre la presencia en homocigosis del polimorfismo CCR5D32

y proteccion frente a la infeccion [Alkhatib et al. 1996], [Choe et al. 1996], [Deng



et al. 1996], [Dragic et al. 1996]. Estos experimentos constituyen la primera
evidencia de la existencia de resistencia genética a la infeccion por VIH-1.
CCR5D32 expresa un receptor truncado no funcional como correceptor viral.
Aproximadamente el 1% de los individuos de origen europeo tienen este alelo
en homocigosis y suelen estar sobrerrepresentados en las cohortes de ENIS
[Dean et al. 1996], [Samson et al. 1996], [Salkowitz et al. 2001]. Infecciones de
individuos CCR5D32 homocigotos por virus dependientes de CXCR4 son
extremadamente raras [O'Brien et al. 1997], [Theodorou et al. 1997] por lo que
generalmente se considera que este polimorfismo confiere una resistencia casi
completa a la infeccion. Otras mutaciones en este receptor como C20S, C101X
y T303A también aparecen en una mayor frecuencia en cohortes de ENIS
aunque su papel en la proteccién de la infeccion no esta completamente
aclarado [Winkler et al. 1998], [Blanpain et al. 2000]. También existen
polimorfismos del promotor de CCR5 que potencialmente cambian el nivel de
expresion del ARNm. El haplotipo CCR5P1 esta asociado con una progresion
mas rapida a SIDA en europeos pero no en africanos probablemente mediada
por un nivel mas elevado de transcripcion génica [Hladik et al. 2005]. CCR5
representa el arquetipo del objetivo de los estudios de asociacion génica, ya
que no solo predice la probabilidad de infeccion sino que constituye una nueva
diana antiviral. Actualmente existen varias drogas en desarrollo clinico que
funcionan como antagonistas de este receptor con capacidad de bloquear la

entrada viral, por ejemplo aplaviroc, maraviroc y vivriviroc [Kilby & Eron, 2003].

Otros receptores de quimiocinas han sido relacionados con resistencia a la
progresion de la infeccion, como CCR2I64V o CX3CR1 aunque no influyen en
la probabilidad de transmisién del virus [Smith et al. 1997], [Faure et al. 2000].

4.1.1. Beta quimiocinas.

MIP1a, MIP1b y RANTES son los ligandos naturales de CCR5 y presentan una
actividad supresora de la entrada del VIH-1 en las células diana. Varios tipos
de polimorfismos en estos genes han sido asociados a resistencia a la
infeccion, como los SNPs -403G/A y -28 C/G del promotor de RANTES [Zagury



et al. 1998], [Gallo et al. 1999], polimorfismos de numero de copias de MIP1a
[Gonzalez et al. 2005] o SNPs de zonas reguladoras de MIP1b [Colobran et al.
2005]. SDF1 es el ligando de CXCR4 y un polimorfismo en su regién 3'UTR ha
sido asociado a progresidon [Winkler et al. 1998], sin embargo otros autores no
han logrado replicar los datos en otras cohortes [Loannidis et al. 2001], asi que
actualmente no esta claro su papel en la patogénesis del SIDA. Otras
quimiocinas como MCP1, MCP3 y Eotaxina que se unen a CCR2 y CCR3 pero
no a CCR5, también han sido relacionadas con la infeccién por VIH-1,
probablemente mediante un efecto indirecto por reclutamiento de células

inmunes y aumento de la propagacion viral in vivo [Modi et al. 2006].

DC-SIGN es una lectina implicada en la transmision del VIH-1 desde las células
dendriticas a los linfocitos T, un fendmeno denominado trans-infecciéon. DC-
SIGN es expresada en células dendriticas inmaduras asi como linfocitos B. DC-
SIGN captura particulas virales a través de residuos polisacaridicos de la
gp120 y las acumula en subcompartimentos celulares donde son almacenadas.
Posteriormente estas particulas pueden ser transferidas a linfocitos T en los
organos linfoides primarios [Turville et al. 2003], [Ji et al. 2005]. Las células
dendriticas son las primeras en contactar con el virus en la mucosa genital y
una vez infectadas migran a los ganglios linfaticos donde transfieren virus a las
células T. El papel desempefado por las células dendriticas facilitando la
infeccién sugiere un rol posible para variantes de DC-SIGN y otras lectinas
similares en la transmision del VIH-1. Un polimorfismo en la posicion -336 del
promotor de DC-SIGN ha sido descrito como implicada en la resistencia a la
infeccidn por via parenteral pero no sexual en una cohorte americana [Liu et al.
2004], [Martin et al. 2004]. También un polimorfismo de repeticién en la regién

codificante podria también tener un cierto papel en la infeccion [Liu et al. 2004].

4.2.Defensinas

Son péptidos pequefos que muestran actividad antiviral y antimicrobiana. Son
producidos por leucocitos y células epiteliares en respuesta a bacterias, virus y
hongos [Cole & Ganz, 2000], [Aldred et al. 2005], [Jenssen et al. 2006]. Las
defensinas funcionales humanas se clasifican en las subfamilias alfa y beta,
difiiendo en su talla y distribucidn tisular. Las defensinas alfa y beta cuentan
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con 6 miembros cada una que muestran una actividad antiviral por inactivaciéon
del virion, bloqueo de CD4 y CXCR4 o bien como agonistas de CCR6 que
influyen en la replicacion del VIH-1. Por el momento sélo dos estudios han
encontrado genotipos en estos genes asociados con probabilidad de
transmision del virus por via materno-fetal [Braida et al. 2004], [Segat et al.
2006]. Curiosamente, los genes de defensinas presentan polimorfismos de
duplicacién similares a los de MIP1a y podrian ser nuevos candidatos para
encontrar nuevas interacciones con susceptibilidad a la infeccién [Aldred et al.
2005].

4.3.Proteinas reguladoras de eventos post-entrada: Cyclophilin A,
TRIM5a, APOBEC3G, Culliny TSG101

Son proteinas implicadas en procesos de inmunidad innata frente a virus y
otros retrotransposones, aunque no se comprende completamente su
mecanismo de accién, pertenecen a una familia génica muy antigua, pues se
han encontrado genes ortologos incluso en plantas como Arabidopsis. CypA es
necesaria para la replicacion viral, promoviendo un fuerte incremento en la
infectividad del virus, aunque no se incorpora a las particulas virales. Varios
SNPs de la CypA han sido asociados con la infeccion por VIH-1 y la progresion
de la enfermedad. Un equipo de investigacion ha fenotipado el efecto de los
polimorfismos, observando una correlacion entre la capacidad de replicacion

viral en un contexto celular y la presencia de haplotipos concretos de CypA.

TRIMS5A es una proteina que interacciona con la capsida viral, ortélogos de
otras especies relacionadas con la nuestra como el mono Rhesus tienen
actividad antiviral, sin embargo, la proteina de nuestra especie aparentemente
tiene una menor capacidad inhibitoria de la replicacion viral. Un haplotipo de
este gen que contiene un cambio no sinbnimo en la secuencia esta asociado a
individuos expuestos no infectados [Javanbakht et al. 2006]. Resulta muy
interesante que existen mutaciones de escape en el gen de la capsida viral que
estan asociadas con una resistencia a la accion de TRIM5a, lo cual indicaria

que existe una presion selectiva para evitar la accién de TRIM5a.



Las células humanas cuentan con otro mecanismo que evita la infecciéon por
VIHA-1 antes de que ocurra la integracion. El enzima APOBEC3G funciona
como un inhibidor endégeno de la replicacion viral [Harris et al. 2003], [Mangeat
et al. 2003] En ausencia de la proteina viral Vif, el enzima APOBEC3G es
incorporada a los viriones y durante la retrotranscripcion produce la
desaminacion de las citosinas, transformandolas en uracilos, resultando en una
hipermutacion de G a A en la cadena de ADN viral. Esta hipermutacion es letal
para el virus. La importancia de la respuesta antiviral innata via APOBEC3G
queda de manifiesto por la presencia de variantes genéticas tanto de Vif como
de APOBEC3G que estan asociadas con la progresion de la enfermedad
[Bleiber et al. 2005] aunque esta relacion no ha sido confirmada posteriormente
[Do et al. 2005]. El gen codificante para la Cullin ha sido asociado también con
un efecto aditivo al de APOBEC3G en africanos [An et al. 2007], otros estudios

son necesarios para confirmar esta asociacion y su posible base molecular.

Los componentes de la maquinaria celular necesarios para el ensamblaje y
liberacion de viriones HIV-1 ha sido documentada extensamente en los ultimos
afos, por ejemplo TSG101 implicado en el sorting de proteinas transmembrana
interacciona con GAG promoviendo una correcta gemacion del virus en la
membrana plasmatica. Varios estudios han identificado SNPs en este gen
asociados con reduccion de la tasa de replicacion viral in Vitro [Bleiber et al.
2005] aunque su papel in vivo esta discutido [Bashirova et al. 2006]. Otros

genes relacionados con esta etapa no han sido estudiados hasta el momento.

4.4.Genes implicados en la respuesta inmune frente a la infeccion:
IL1, IL2, IL4, IL6, IL10, IL16, IL18, VDR, CD32, Perforina, TLR y HLA

Entre los genes relacionados con la respuesta inmune mas caracterizados por
su relacion con la infeccion por VIH estan los HLA [*Carrington & O’Brien,
2003], [O'Brien & Nelson, 2004], [Klaslow et al. 2005] que influyen tanto en la
variacién de la carga viral como en la esperanza de vida [Fellay et al. 2007] y el
HCP5 fuertemente asociado con la carga viral en un estudio reciente [Fellay et
al. 2007]. En los genes de citoquinas se han encontrado asociaciones con |IL1
[Do et al. 2006], IL2 [Shrestha et al. 2006], IL4 [Modi et al. 2003], [Vailescu et al.
2003], [Soriano et a. 2005], IL16 [Macisek et al. 1997], [Scala et al. 1997], [Zhou
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et al. 1997], [Komfeld & Cruikshank et al. 2001], IL18 [Segat et al. 2006] y el
Interferén alfa [Diop et al. 2006]. Nuestro equipo de la Universidad de Jaén ha
participado en colaboracion con la Universidad de Lleida en la descripcion de la
asociacion de haplotipos del receptor de la Vitamina D con resistencia a la
infeccidén por VIH-1 en drogadictos por via parenteral y en la caracterizacién de
su efecto sobre la maduracion de células dendriticas asi como sobre la
activacion de la LTR viral (Torres et al. submitted). Polimorfismos de este
receptor estan también asociados con resistencia a otras enfermedades virales
como HTLV-I [Saito et al. 2005] y hepatitis B [Suneetha et al. 2006] lo cual

sugiere que podria afectar a procesos de inmunidad general antiviral.

Los Toll-Like Receptors constituyen una familia de proteinas que participan en
la inmunidad innata frente agentes infecciosos. Reconocen motivos
estructurales conservados en patdgenos como lipidos, proteinas o
polisacaridos. Hasta el momento sdélo ha sido estudiado el papel de
polimorfismos genéticos en el TLR9 y su relacion con una rapida progresion a
SIDA [Bochud et al. 2007].

Los receptores FC gamma lla (CD32) se expresan en células B y monocitos,
jugando un papel en la opsonizacion de patdégenos recubiertos de anticuerpos,
polimorfismos de este gen han sido descritos como importantes en la
transmision madre-hijo en una cohorte de Kenia [Brouwer et al. 2004]. También
se han identificado ciertos polimorfismos en el promotor de la Perforina

asociados con individuos LTNP en una cohorte francesa [Mcllroy et al. 2006].

Finalmente en dos estudios recientes se han identificado polimorfismos de
genes fuertemente asociados con carga viral o tasa de progresion y cuya
relacion con la replicacion viral no esta clara, por ejemplo el ring finger protein
39 (RNF39), zinc ribbon domain-containing 1 (ZNRD1) ®? postulandose como
posibles interactores con Rev o la maquinaria de transcripcion celular que
afecta al promotor viral [Fellay et al. 2007] y glycosyl-phosphatidyl —inositol-
anchored protein 1 [Loeuillet et al. 2008] de funcion desconocida en relacion

con la replicacion viral.
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4.5.Interferén A-4 y su papel en resistencia a enfermedades virales

Recientemente, el equipo de Prokunina-Olsson [Prokunina-Olsson et al. 2013]
descubrid que existe otro gen corriente arriba de INFL3 y que denominaron
INFL4. Este mismo estudio demostré que la variante de INFL3 asociada a
resistencia a la infeccion por VHC esta ligada por desequilibrio de ligamiento
con una variante de INFL4 que impide la correcta traduccion del ARNm de este
gen y esta variante se corresponde con la mutacidon por insercion (TT) que,
ademas, esta presente en la poblacion asiatica con una frecuencia de 93,3%,
también se localiza en un 67,6% dentro de la poblaciéon europea y, en menor
porcentaje, dentro de la poblacion africana con un 23,3% del total [Prokunina-
Olsson et al. 2012]. Por el contrario, la variante de riesgo para la infeccion por
VHC consiste curiosamente en la que permite la expresion de la proteina, que
resulta ser la variante génica por delecién (AG). La base molecular del
fendmeno no esta determinada pero posiblemente, la variante de riesgo
produzca un cortocircuito en la ruta de senalizacion del interferén alfa o en los
genes inducidos por el mismo. Por tanto, el INFL4 parece tener efectos
funcionales en la expresion de IL28B (o INFL3); de hecho, ambos
polimorfismos, el rs469415590 (del INFL4) y el rs1297860 (del INFL3) estan
localizados en el gen INFL4. Ademas, la forma TT del polimorfismo
rs469415590 muestra una mayor expresion en IL28B en comparacion con la
forma AG, independientemente del genotipo del polimorfismo rs12979860
[Bibert et al. 2013]. Ademas, comparado con el SNP rs12979860, comprobaron
que el polimorfismo rs469415590 estaba mas fuertemente asociado con el
descenso de niveles de carga viral en individuos con ancestros africanos (p =
0,015) tras suministrarles el tratamiento con interferon-alfa pegilado mas
ribavirina (INF-a peg/RBV), siendo también aplicable este hecho a poblaciones

europeas y asiaticas (Figura 1).
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rs12979860
----TT (n=53)
- - --CT (n=91)
- --.CC(n=18)

55469415590
—— AG/AG (n=67)
—— AG/TT (n=80)
——TT/TT (n=15)

Decrease in HCV RNA

LI
012 7 14 28
Treatment day

Figura 1: Grafico sacado de un articulo cientifico [Prokunina-Olsson et al. 2013]: Bajada
de los niveles de ARN del VHC en participantes afro-americanos durante 28 semanas de
tratamiento con INF-a peg/RBV en comparacion con el polimorfismo asociado a INFL3. p
=0,015.

Unos meses después, el investigador Yuko Nagaoki [Nagaoki et al. 2014]
evalué con su grupo de trabajo la eficacia y el factor predictivo para la
respuesta viral sostenida (SVR) del polimorfismo del INFL4 en la triple terapia
con telaprevir (TVR), interferén alta pegilado (PEG INF-a) y ribavirina (RBV) en
pacientes infectados por el virus de la hepatitis C con alta carga viral durante
24 semanas ya que este nuevo farmaco (telaprevir) es un inhibidor selectivo de
la actividad proteasa de la proteina no estructural 3/4A del VHC con el que se
espera un incremento marcado de la respuesta viral sostenida (SVR); no
obstante, efectos adversos de la terapia podrian ocasionar severas
consecuencias [Hézode et al. 2009], [Mchutchison et al. 2009], [Jacobson et al.
2011], [Kumada et al. 2012]. Cabe especificar que se conoce como Respuesta
Viral Sostenida (o Reduccion Virica Sostenida) a la reduccion continua y
prolongada de la carga viral (ARN del VIH) de una persona, por lo general, a
concentraciones indetectables como resultado del tratamiento con
medicamentos antirretrovirales (INF-a peg/RBV). Cimentaron el estudio sobre
283 pacientes de los cuales, 226 recibieron el tratamiento pegINF-a/RBV con
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telaprevir (80%) y dentro de este subgrupo, los pacientes con tratamiento
previo favorable de INF-a/RBV (85%) y los pacientes con recaidas tras
suministrarles el mismo tratamiento (94%) mostraron mayores tasas de
respuesta viral sostenida (SVR) en comparacion con pacientes que no
respondieron al tratamiento (61%), lo que sugirié que tanto los pacientes con el
tratamiento previo como los que recibieron éste, y posteriormente recayeron,
eran los mejores candidatos para la aplicacion de la triple terapia. Asi mismo, el
genotipo de INFL4 es un importante factor predictivo de la probabilidad de
eliminacién del virus con la triple terapia; concretamente, los pacientes con
favorable tratamiento previo y con el genotipo TT/TT poseen un 93% de
probabilidad de erradicar el virus (p = 0,002), por lo que este tratamiento les

resulta muy eficaz [Nagaoki et al. 2014].

Con estos antecedentes de estudio, el SNP rs469415590 seria mas eficaz para
predecir la respuesta viral sostenida (Sustained Viral Response o SVR) que la
variante rs12979860 a pesar de compartir caracteristicas funcionales y de estar

ligados por desequilibrio de ligamiento.
5. OBJETIVOS

Determinar si las mutaciones en el gen interferéon lambda 4 tienen un papel en

la resistencia innata frente al VIH-1.

6. MATERIALES Y METODOLOGIA

6.1.Pacientes y controles

La poblacién de estudio consistié en 459 hombres blancos, todos de origen
espanol, infectados por el VHC y usuarios de drogas por via parenteral. Los
pacientes proceden de los hospitales de Valme (Sevilla), Reina Sofia (Cérdoba)
y Arnau de Villanova (Lleida). La poblacion se diferencié en dos cohortes:VIH-
1+/VHC+: 303 El otro grupo compuesto por 156 sujetos controles en total eran

“‘expuestos no infectados” (afectados VHC unicamente).
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6.2. Aspectos éticos

Este estudio fue disefiado y realizado de acuerdo a la Declaracion de Helsinki y
fue aprobado por la Junta de Revision Institucional de Sujetos Humanos del
Comité de Bioética. Ademas, la Junta de Revision Institucional para el Comité
de Bioética de la Universidad de Jaén colabor6 aprobando la transferencia y el
uso de materiales para la investigacién. Todos los pacientes y donantes dieron

su consentimiento informado por escrito para participar en este estudio.

6.3. Seleccion del polimorfismo y genotipado

La separacion de células mononucleares de sangre periférica de los pacientes
se realizd a través del método de purificacion mediante centrifugacion por
gradiente de densidad denominado Ficoll-Hypaque, de forma que se mezclaron
las muestras de sangre periférica con solucion PBS 1X y posteriormente, en un
tubo Falcon con Ficoll-Hypaque se depositd tal mezcla; por ultimo, se
centrifugd el tubo y se formé un anillo de células mononucleares que se

recogieron con pipeta Pasteur.

La extraccion de ADN se realizd en los hospitales de procedencia de las

muestras.

La identificacion de los genotipos de cada uno de los pacientes fue realizada
mediante la técnica de PCR en tiempo real utilizando los termocicladores Eco
llumina (lllumina, San Diego, California, USA) y MxProQPCR; ambos se basan
en la deteccion y analisis de los productos amplificados en cada ciclo de la
reaccion, asi que nos permite diagnosticar la posible mutacion en el genoma,
ademas de que resulta posible cuantificar la cantidad de ADN en la muestra (a
diferencia de la PCR punto final en la cual no es posible detectar en tiempo real
ni cuantificar la secuencia, lo que ahorra la manipulacién en gen de agarosa)
[Tamay de Dios et al. 2012].

Se hizo una mezcla con los distintos materiales necesarios para llevar a cabo la
técnica de PCR (Tabla 2): el reactivo Biotools contenia todos los componentes

de la reaccion de PCR a excepcién del ADN gendmico humano, los primers

15



sentido (5-GCCTGCTGC AGA AGC GGT AGT G-3') y antisentido (5°-GCT
CCA GCG AGC GGT AGT-3"), asi como la sonda marcada con el fluorocromo
HEX para ADN con mutacion por insercion (5-ATCGCAGAAGGCC-3") y la
sonda FAM para alelo con la delecion (5°- ATCGCAG CGGCCC-3"). Por ultimo,

se anadi6é agua destilada.

Materiales Volumen (uL)
Biotools 10x 6,25
Cadena sentido (200 pmol/uL) 0,5
Cadena antisentido (200 pmol/uL) 0,5
Sonda HEX (100 pmol/ pL) 0,2
Sonda FAM (100 pmol/ uL) 0,2
Agua destilada 2,95
ADN (10 ng/pL) 0,5

Tabla 2: Materiales necesarios para la preparacion de la PCR a tiempo real junto al
volumen requerido.

La metodologia que se siguidé para conseguir resultados fue la siguiente:

» Mezcla de los distintos componentes necesarios para el ensayo con
PCR.

» Reparto de la mezcla total en pocillos independientes de PCR con un
volumen de 10,5 yL mas 0,5 pyL de ADN genomico.

» Ensayo de 40 ciclos de PCR en tiempo real para detectar y cuantificar las
secuencias especificas de acidos nucléicos usando reporteros
fluorescentes en la reaccion (Tabla 3).

» ldentificacidn y cuantificacion de genotipos (TT/TT — TT/AG — AG/AG)
finalizado el ensayo de PCR (Figura 2).
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» Analisis de resultados: calculo del Equilibrio Hardy-Weinberg y Test de

asociacion.
Temperatura Tiempo
Ciclos 1-15 SIN FLUORESCENCIA
95 °C 5 minutos
95°C 20 segundos
61°C 1 minuto
Ciclos 16-40 CON FLUORESCENCIA
95 °C 5 minutos
95°C 20 segundos
61°C 1 minuto

Tabla 3: Temperaturas y tiempo programado en la técnica de PCR en tiempo real.
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Figura 2: Resultados graficos tras el analisis por PCR en tiempo real de la poblacion de
“expuestos no infectados” en Cérdoba. A: individuo homocigoto para la insercion; B:
individuo heterocigoto; C: individuo homocigoto para la deleciéon; D: control negativo.

6.4. Bioestadistica y Bioinformatica

Todos los datos obtenidos con la técnica de PCR en tiempo real fueron

analizados con el programa web http://ihg.gsf.de/cqi-bin/hw/hwail.pl version

V4.1 el cual calcula el equilibrio Hardy-Weinberg mediante el test de X? usando
un grado de libertad, necesario para asegurar que los resultados que
obtuvimos no contienen errores de genotipado. De forma paralela, se elaboré
con el mismo programa un test de asociacion con el fin de identificar el alelo de
riesgo y el alelo de proteccidén en base al calculo de odds ratio, una opcién
estadistica que representa un riesgo (cuando el valor obtenido es superior a 1),

mientras que el alelo de proteccion se identificaria por un valor inferior a 1.

Este analisis estadistico se utiliza en los estudios de casos y controles
permitiendo reconocer el valor propuesto como factor de riesgo o de proteccion
de una exposicion, asi como identificar la magnitud o fuerza de la asociacion, lo
que permite hacer comparaciones ya que el valor que se obtiene es
independiente segun la condiciéon de estudio. En cuanto al método para

calcular el valor de odds ratio (O.R.), se establece la siguiente férmula:

Casos Controles
Expuestos a b
No expuestos C d
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_ 0dds de enfermedad en expuestos (1)

O.R. =
0dds de enfermar en no expuestos (2)

(1): Odds de enfermar en expuestos = casos en expuestos / no-casos en

expuestos

(2): Odds de enfermar en no expuestos = casos en no expuestos / no-casos en

No expuestos

De forma resumida, la férmula se describe como:

Este estudio de asociacion también se realizdé con el software OpenEpi version
3.01 (desarrollo financiado parcialmente por una beca Bill and Melinda Gates
Foundation a la Rollins School of Pubic Health de la Universidad de Emory) con
el cual evaluamos la asociacion de enfermos y no enfermos por el VIH-1 frente
a la exposicidn y no exposicion a la enfermedad tanto en el caso de la insercidn
como factor de riesgo como en el caso de la delecién. Todos los valores de p
fueron asegurados repitiendo los analisis en tres ocasiones y se consideraron

como significativos solo cuando dicho valor era menor a 0,05 (p<0,05).

El test de Chi-cuadrado (X?) se incluye dentro de los denominados “test de
ajuste estadistico” y es considerada una prueba que mide la discrepancia entre
una distribucién observada y otra tedrica (bondad de ajuste), indicando en qué
medida las diferencias existentes entre ambas, de haberlas, se deben al azar, y
no por la hipétesis que se plantea. De este modo, cuanto mayor sea el valor de
Xz, menos verosimil es que la hipotesis sea correcta, mientras que cuanto mas
se aproxime a cero el valor de chi-cuadrado, mas ajustadas estaran ambas

distribuciones.

2- 3" (observada—teorica)?2
tedrica

La metodologia establecida para obtener resultados se basé en elaborar -dos

hipotesis diferentes; con la primera hipotesis se asigndé a la mutacion por
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insercion el papel de factor de riesgo; es decir, todos aquellos genotipos
homocigotos para la insercion (Insercion-Insercidén) y heterocigotos (Insercion-
Delecion), mientras que la segunda hipdtesis planteada destind tal papel de
factor de riesgo al cambio por delecion, de manera que en este caso, estarian
involucrados los genotipos homocigotos para la delecién (Delecion-Delecion) y
los heterocigotos (Delecion-Insercion). De este modo, comparamos ambos
resultados para averiguar qué genotipo actuaba como alelo de proteccion
frente a la infeccidon por VIH-1 desarrollando pues una resistencia innata al la
infeccion por el virus (O.R:<1). Por tanto, el otro genotipo se tendria como

factor de riesgo de infeccion por el VIH-1.

7. RESULTADOS

Los pacientes participantes en este estudio experimental portaron las

siguientes caracteristicas (Tabla 4):

Expuestos a drogas inyectables

ENIS COINFECTADOS

Edad media (afos) 43 44
Varones (%) 100% 100%
Mujeres (%) 0% 0%
Origen Hispano Hispano

N° participantes 156 303
Genotipo 1 de VIH (%) 59,17%
Genotipo 2 de VIH (%) 0,30%
Genotipo 3 de VIH (%) 28,46%
Genotipo 4 de VIH (%) 11,98%

Tabla 4: Caracteristicas de ambas poblaciones.

Antes de comenzar a analizar los datos, se calcul6 el equilibrio Hardy-Weinberg

en ambas cohortes para descartar errores en el genotipado (Tabla 5).
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ENIS Coinfectados

n11 =289 (85,51) n11 =135 (131,35)
n12 = 53 (59,97) n12 =129 (136,29)
n22 =14 (10,51) n22 = 39 (35,35)
F=0,11624 F =0,05350
p = 0,146541 (Pearson) p =0,351685 (Pearson)
p =0,154282 (LlIr) p = 0,353376 (LIr)
p = 0,147339 (Exact) p =0,371413 (Exact)

Tabla 5: Equilibrio Hardy-Weinberg para el SNP rs469415590 de ambas cohortes. n11:
TT/TT ; n12: TT/AG ; n22: AG/AG.

El reparto de genotipos en ambas poblaciones, una vez realizados los analisis

por PCR en tiempo real, se refleja en la siguiente ilustracion (Figura 3).

Expuestos no infectados Coinfectados

@il WD uDD Ml ®WID wDD

Figura 3: Distribucion de ambas cohortes segtin los genotipos tras los estudios con PCR
cuantitativa.

Una vez comprobado que las dos poblaciones se encontraban en equilibrio,
estimamos las frecuencias tanto genotipicas (Figura 4) como alélicas (Figura 5)
de las dos cohortes con el fin de identificar el genotipo y el alelo,

respectivamente, mas abundante en cada grupo.
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Frecuencias genotipicas (%)
B ENIS = VIH+
57%

45% 43%

34%
13%
9%
Il ID DD

Figura 4: Frecuencias genotipicas (%) de ambas cohortes.

Frecuencias alélicas (%)
BTT (p) ©AG(q)

68%

41%
: .

ENIS VIH+

59%

Figura 5: Frecuencias alélicas (%) de ambas cohortes.

Mientras que el genotipo TT/TT (identificado en el grafico como “II’) es un 12%
mas frecuente en la poblacién de expuestos no infectados (ENIS) respecto a la
de coinfectados (VIH+), tanto el genotipo heterocigoto TT/AG (representado
como “ID”) como el genotipo homocigoto AG/AG (“DD” en el gréafico) son algo
mas abundantes en la cohorte de coinfectados en comparacién con la de ENIS.
Por ello, se representd un modelo dominante para la forma de la delecién
(TT/AG + AG/AG) (Figura 6) y otro modelo similar para la forma de la insercion
(TT/TT + TT/AG) (Figura 7) para determinar cual de las dos posibilidades

resultaba significativa.
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Modelo dominante: DELECION (%)

mll =ID+DD
57% 56%

45%

43%

p = 0,01

ENIS VIH+

Figura 6: Frecuencias genotipicas estableciendo un modelo dominante para la delecion.
Valor significativo de p (p = 0,01).

Modelo dominante: INSERCION (%)

mil+ID wDD
91% 88%

0,22

p:

9% 13%

ENIS VIH+

Figura 7: Frecuencias genotipicas estableciendo un modelo dominante para la insercion.
Valor no significativo de p (p = 0,22).

A continuacion se hizo el test de asociacion para cada poblacion de forma
independiente, interpretando por una parte, la forma de la delecion como factor
de riesgo vy, posteriormente, proporcionandole el mismo papel a la insercién
(Tabla 6).
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Factor de riesgo:

Factor de riesgo:

INSERCION DELECION
Positividad del alelo Il +ID <<>>DD DD + ID << >> I
Odds ratio 0,667 1,653
Valor de p 0,21594 0,01118

Tabla 6: Test de asociacion para el alelo de riesgo del SNP rs469615590 en la poblacion
de expuestos no infectados y de coinfectados.

Por ultimo, con el fin de comprobar que no existian errores de calculo, se
realizaron los mismos tests con tablas de asociacion 2x2 a través del software
OpenEpi version 3.01 (desarrollo financiado parcialmente por una beca Bill and
Melinda Gates Foundation a la Rollins School of Pubic Health de la Universidad
de Emory) (Tabla 7).

1.

Enfermedad + |Enfermedad -
Exposicién + 168 67
Exposicion - 135 89

Valor de p 0,01150

OR 1,651
2.

Enfermedad + |Enfermedad -
Exposicion + 264 142
Exposicion - 39 14

Valor de p 0,2186

OR 0,6679

Tabla 7: test de asociacion con tablas 2x2. 1: tabla 2x2 para la delecién como factor de
riesgo. 2: tabla 2x2 para la inserciéon como factor de riesgo.

8. CONCLUSIONES

Tanto la cohorte de expuestos no infectados como la de coinfectados
cumplieron el equilibrio Hardy-Weinberg ya que tanto la suma de las
frecuencias alélicas (p + q) como la de las frecuencias genotipicas (p® + 2pq +
g°) de los datos observados no eran estadisticamente diferentes de los

esperados.

En cuanto a las frecuencias genotipicas, se observd que el genotipo

homocigoto para la insercidon (TT/TT) era un 12% mas frecuente en la
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poblacion de ENIS (57%) respecto a la poblacion de VIH+ o coinfectados, que
se encontraba en un 45% del total de la poblacién. Por el contrario, tanto el
genotipo heterocigoto (TT/AG) como el homocigoto para la delecion (AG/AG)
estaban presentes en mayor cantidad dentro de la cohorte de coinfectados
(43% y 13% respectivamente). Esto nos llevo a pensar que hubiera un caso de
modelo dominante para la forma de la delecién, de modo que se representd
graficamente estas mismas frecuencias genotipicas, pero aplicando el modelo
dominante a la delecion por un lado, y para la variante de la insercidén por otro
con el fin de observar en cual de los casos aparecian cambios significativos

que nos corroborara la existencia del modelo.

Cuando el modelo dominante lo planteamos para la insercion (TT/TT + TT/AG),
el valor de p no resulté significativo (p = 0,21), Por tanto, descartamos la
hipotesis de que la insercion fuera la protagonista de este modelo. Sin
embargo, cuando establecimos el modelo dominante para la delecion (TT/AG +
AG/AG), obtuvimos un valor significativo de p (p = 0,01) de modo que
afirmamos la presencia de modelo dominante, en este caso, para la variante de

la delecion.

Ademas, tras calcular las frecuencias alélicas a partir de las genotipicas con el
equilibrio Hardy-Weinberg, representamos graficamente lo valores, con lo que
observamos que en la poblacion de expuestos no infectamos el alelo
abundante (68%) era el de la insercién (TT), a diferencia del grupo de
coinfectados en el cual el alelo mas frecuente fue el de la delecion (AG) con un

porcentaje del 59% en total de la poblacion.

En cuanto al test de asociacion, establecimos dos hipétesis diferentes donde
asignabamos a la variante por insercion por un lado, y a la forma delecionada
por otro, el papel de factor de riesgo para determinar cual de los dos
polimorfismos posibles del gen INFL4 se asociaba de manera significativa (p =
0,01) con la alta probabilidad de infectarse con el VIH-1, evidenciando que el
modelo dominante de la delecion (TT/AG + AG/AG) era el factor de riesgo con
un valor de odds ratio de 1,65 (O.R. > 1) y, por ende, la variante por insercién

del gen recibia el papel protector (O.R. = 0,667), asociandose pues con la
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resistencia natural a la infeccion por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana

tipo 1.

Por ultimo, dentro del INFL4, conocemos que la variante de este gen que se
asocia con el descenso de carga viral del Virus de la Hepatitis C se
corresponde con la mutacién por insercion (TT), mientras que el factor de
riesgo se relaciona con el polimorfismo de la delecion (AG) asociandose pues
con la probabilidad de infeccion por este virus. Por tanto, encontramos similitud
entre estos antecedentes y nuestros resultados ya que, como ocurre con el
VHC, de forma significativa la mutacion por delecion se asocia con el alto
riesgo de infeccion por VHC, a diferencia con la forma de la insercion que se

relacionaria con el incremento de respuesta viral sostenida (SVR) para el VHC.
9. DISCUSION

En 2010, un estudio dirigido por Martin Maureen [Maureen et al. 2010] no
encontré asociacion entre el polimorfismo localizado en el interferon lambda 3
(IL28B) y el descenso de la carga viral del virus de la hepatitis B (O.R. = 0,99)
en individuos procedentes de EE.UU. Establecieron esta hipotesis a raiz del
efecto positivo de esta misma variante génica (rs12979860) sobre curacién
espontanea o tras el tratamiento con interferon alfa pegilado mas ribavirina.
Trabajaron con un total de 5622 hombres los cuales mantuvieron relaciones
sexuales con otros hombres, 2921 individuos que usaron drogas inyectables,
333 nifios y adolescentes hemofilicos y con una cohorte de pacientes con
desdérdenes en el proceso de coagulacién procedentes de 16 centros de
tratamiento para la hemofilia. Ademas, introdujeron un grupo control compuesto
por 226 individuos con persistencia a la infeccion por el VHB y 384 individuos
con recuperacion tras la infeccion por este virus. En sus resultados no
encontraron diferencias significativas entre el grupo control y los pacientes con
prevalencia cronica del Virus de la Hepatitis B (21,5% vs. 16.9%) a pesar de
que tanto los individuos enfermos como los sanos portaban las mismas

caracteristicas (Tabla 8).
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EDAD MEDIA 37

RAZA BLANCA (%) 80%
RAZA NEGRA (%) 20%
VARONES 98%
MUJERES 2%
HIV+ 69%
HIV- 31%

Tabla 8: Caracteristicas fisiolégicas de los diferentes grupos del estudio.

Tampoco hallaron diferencias significativas en la frecuencia del alelo C entre
individuos con persistencia al Virus de la Hepatitis B (64,6%) y los individuos

con recuperacion tras infectarse por el virus (63,7%) (p = 0,76).

En cuanto a las frecuencias genotipicas, como el genotipo homocigoto C/C era
el asociado con la proteccion frente al VHC, este equipo compard en los
individuos resistentes al virus y en los recuperados tras la infeccién tanto la
frecuencia de C/C con la de C/T + T/T (modelo dominante para el alelo T) como
la frecuencia de T/T con la de C/C + C/T (modelo dominante para el alelo C) sin

determinar cambios significativos en ninguno de los casos (Tabla 9).

Persistent
HBV recovery  HBV infection
HEBV genotype in = 384] (n = 226) Cormparison OR (95% CIF P
cP 489 (83.7) 292 (64.6) CwsT 1.041(0.82-1.33) i
/T 52 (13.5) 33 (14.8) C/Cws T/T  0.90(0.44-1.85] )
Cm 175 (45.6) a4 (41.6) C/Cws CT + T/T 0.99 (0.67-1.46) 95
C/C 157 (40.9) 99 (43.8) TTws C/IC+C/T 1.20100.69-2.08] b2

Tabla 9 [Maureen et al. 2010]: Frecuencias genotipicas del polimorfismo rs12979860 en
individuos persistentes a la infecciéon por VHB y de individuos con recuperacién tras la
infeccién por VHB.

Por todo esto, concluyeron que la hipdtesis de partida en la cual asignaban el
mismo papel del genotipo C/C como el asociado con el aclaramiento del Virus
de la Hepatitis C a la curacion del Virus de la Hepatitis B sin determinar
resultados significativos en este caso, a pesar de cimentarse el trabajo sobre el

mismo polimorfismo del gen INFL3.

Un ano después, el equipo de trabajo espanol dirigido por Norma |. Rallon
[Rallébn et al. 2011] intentd asociar el polimorfismo de I[L28B con la
susceptibilidad o resistencia de infeccion por el VIH-1, y para ello, establecié

una metodologia similar a la llevada a cabo por Maureen y su equipo [Maureen
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et al. 2010] anteriormente, aunque fuera planteado con un muy menor numero
de individuos; concretamente, un total de 29 parejas serodiscordantes en las
cuales los varones estaban infectados y las mujeres eran VIH- aunque poseian
un alto riesgo de infeccion, y en 68 individuos HIV+ crénicos con y sin una
progresion rapida de la inmunodeficiencia. Una vez realizados los analisis, los
resultados concluyeron que la prevalencia de los genotipos en el grupo de
infectados cronicos con progresion de la enfermedad fue de un 50% para el
genotipo C/C, un 40% para C/T y un restante 10% para el genotipo homocigoto
T/T. De igual manera, en la cohorte de individuos HIV- los porcentajes fueron
aproximados (C/C 62%, C/T 35% y T/T 3%), de forma que este equipo de
trabajo tampoco obtuvo resultados significativos entre ambas poblaciones, a
pesar de que en los dos casos, el genotipo mas frecuente fue el C/C (Tabla
10).

O.R. (95% C.I¥)
N (CC vs. CT/TT) Valor de p

Progresién de VIH (n=68)

CC 34 (50%) | 1,27 (0,49-3,31) 0,63

CT 27 (40%)

1T 7 (10%)
Proteccion de VIH (n=29)

CC 18 (62%) | 2,01 (0,71-5,74) 0,19

CT 10 (35%)

TT 1 (3%)

Tabla 10: Distribuciéon de los genotipos de IL28B en las poblaciones de estudio. C.I.*:
Intervalo de confianza.

En comparacién con el trabajo para el Virus de la Hepatitis B [Maureen et al.
2010] éste ultimo [Rallon et al. 2011] no establecid un modelo dominante
alternativo C/T + C/C, por lo que no fue posible comprobar si aplicando esta
modificacion pudieran existir cambios significativos asociables a una resistencia
innata por parte del genotipo T/T frente a la infeccion por VIH-1 en la cohorte

de individuos VIH serodiscordantes.

Conocemos que el SNP rs12979860 de la interleuquina 28B es uno de los mas
importantes descubrimientos genéticos asociados con el control frente a la
infeccidn virica cronica por el Virus de la Hepatitis C, asi como con la curacién
de la enfermedad ya sea de forma espontanea o tras tratamiento inducido de

interferon alfa pegilado mas ribavirina, de manera que este SNP
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aparentemente tiene un efecto sobre la respuesta inmune frente al VHC. Pero
este hecho no es aplicable a otras enfermedades viricas tan actuales en la
poblacion mundial, como la Hepatitis B y el Virus de la Inmunodeficiencia
Humana, ya que asi lo han demostrado con sus respectivos estudios Martin

Maureen [Maureen et al. 2010] y Norma Rallén [Rallon et al. 2011].

Sin embargo, este proyecto si ha encontrado una asociacion entre el SNP
rs469415590 localizado en el gen INFL4 y la resistencia innata frente a la
infeccion por VIH-1 (O.R. = 0,667) cuando se porta la mutaciéon por insercién
(TT), a la vez que identificamos un caso de modelo dominante con el genotipo
homocigoto para la delecion (TT/AG + AG/AG) mas frecuente en la cohorte de
coinfectados que en la de expuestos no infectados, lo que nos conduce a
pensar que pudiera estar asociado de forma significativa al aumento

probabilidad de infeccion por el VIH-1 (p = 0,01).

No obstante, este estudio es un punto de apoyo, pero no suficiente para
confirmar que exista tal asociacion entre el polimorfismo del INFL4 y la
resistencia natural frente a la infecciéon por el VIH-1, de manera que son
necesarios posteriores trabajos con un mayor numero de participantes por
cohorte, asi como poblaciones con pacientes infectados que presenten
distintas cargas virales y fases de la infeccion ya que, seguramente, no tengan

una misma respuesta viral inducida.

Para finalizar, de corroborar en un futuro que este SNP esta asociado a la
disminucién de la carga viral de VIH-1, podrian establecerse similares
investigaciones para estudiar su papel en el Virus de la Hepatitis B, otra

patologia virica frecuente en la actualidad.
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