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RESUMEN

Introducciodn. La resistencia a los farmacos antirretrovirales es un problema de importancia
mundial. El tratamiento antirretroviral procura disminuir la carga viral y permitir la reconstitucion
inmune, logrando la maxima supresion viral por el mayor tiempo posible, con un minimo
impacto en las actividades del paciente. Objetivo. Evaluar la prevalencia de resistencia
antiviral en pacientes sometidos a la prueba de resistencia viral. Material y métodos. Para
el estudio se recolectaron muestras de plasma de 41 pacientes de la clinica de VIH del
Hospital de Especialidades Carlos Andrade Marin con sospecha clinica de resistencia a
antirretrovirales y fallo virolégico. Todas las muestras se aimacenaron a -80°C hasta su uso
y se procesaron de acuerdo a las condiciones del fabricante en cuanto a extracciéon de ARN
y secuenciacion. Los resultados fueron analizados con el software DeepChek®, especifico
para detectar resistencia antirretroviral de VIH. Resultados. Cuarenta y un pacientes fueron
seleccionados para el andlisis de resistencia antirretroviral, mas del 85% (35/41) de los
pacientes estudiados presentaron resistencia a alguin farmaco antirretroviral. La mayoria de
pacientes (71%; 29/41) resultaron tener algun tipo de resistencia a inhibidores de nucledsidos
de la transcriptasa inversa (NRTI) e inhibidores de no nucledsidos de la transcriptasa inversa
(NNRTI) conjuntamente. Conclusiones. El problema de resistencia viral es evidente en
los pacientes contagiados por VIH, en nuestro caso se observa alta resistencia a NRTI y
NNRTI. Se pudieron identificar pacientes con resistencia primaria y resistencia secundaria,
generando inquietud en la importancia de la adherencia del paciente al tratamiento, con el
fin de tener supresion antiviral efectiva.
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ABSTRACT

Introduction. Resistance to antiviral drugs is a major problem worldwide. Antiretroviral
therapy seeks to reduce viral load and allows for immune reconstitution, achieving
viral suppression for as long as possible, with minimum impact on patient activities.
Objective. To evaluate the prevalence of antiviral resistance in patients subjected to viral
resistance test. Resistance to antiretrovirals has clinical, virological and immunological
implications, so monitoring resistance in case of virological failure optimizes therapeutic
scheme selection, to minimize costs and obtain greater treatment success. Materials
and methods. Plasma samples with clinical suspicion of antiretroviral resistance and
virological failure were collected from 41 patients at the HIV Clinic, Carlos Andrade Marin
Specialties Hospital. All samples were stored at -80°C until processed, following Manufacturer
conditions for RNA extraction and sequencing. Results were analyzed using DeepChek® for
the detection of HIV antiretroviral resistance. Results. Over 85% of patients studied had
resistance to a antiretroviral drug. Most patients (71%) were found to have some type of
combined resistance to NRTI and NNRTI. Conclusions. The problem of viral resistance
is evident in patients infected with HIV. We observed high resistance to NRTI and NNRTI.
Patients with primary and secondary resistance were identified, raising concerns about the
importance of patient adherence to treatment, to achieve effective antiviral suppression.

Keywords: HIV; Mutation; Viral drug resistance; Anti-retroviral agents.
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INTRODUCCION

Aproximadamente 78 millones de per-
sonas han sido infectadas con VIH has-
ta la actualidad, de estas infecciones 39
millones han fallecido.! En Ecuador se
registran 4 863 casos nuevos en el 2016,
de los cuales en la provincia de Guayas
cubre el 50,3% de casos nuevos, mien-
tras que la provincia de Pichincha tiene
el 10,2% de casos nuevos.? Pocos datos
se han generado en Ecuador, detectando
mutaciones y resistencia a antirretrovira-
les especialmente a inhibidores de trans-
criptasa reversa.’ Los tratamientos anti-
retrovirales (ARV) constituyen hoy una
herramienta importante asociada con
prolongar la supervivencia, reducir mor-
bilidad y prevenir la transmisién de VIH.
Aproximadamente 10 millones de perso-
nas que viven con el virus han recibido
tratamiento ARV; el uso de ARV ha per-
mitido disminuir las muertes relaciona-
das con sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA) en porcentajes mayo-
res al 30% desde el 2001. Actualmente
se disponen de 6 grupos de farmacos, en-
tre los cuales estan: inhibidores de pro-
teasa (IP), inhibidores de nucledsidos de
la trascriptasa inversa (NRTI), inhibido-
res de no nucledsidos de la transcriptasa
inversa (NNRTI), inhibidores de integra-
sa (INI), inhibidores de fusion (IF) e in-
hibidores de entrada (EI).* El objetivo de
realizar supresion de viremia y conser-
var la funcién inmunoldgica constituyen
retos para manejo de pacientes con VIH
a lo largo del tiempo, intentando retrasar
el desarrollo de mutaciones resistentes y
mantener la activacion inmune. La selec-
cion de farmacos para lograr una eficacia
viroldgica combinan diferentes factores
para evitar efectos adversos, determinar
la carga de pildoras y frecuencia de dosi-
ficacion, el potencial de interaccion far-
maco-farmaco, condiciones comorbidas,
condicioén social y resultados de pruebas
de resistencia.’ En 2014, la UNAIDS es-
tablecio una estrategia denominada “90-
90-90”, refiriendo lo siguiente: diagnos-
ticar al 90% de las personas infectadas
por VIH, ofrecer tratamiento al 90% de
las personas diagnosticadas, y lograr su-
presion viral completa de 90% en perso-
nas con tratamiento, hasta el 2020.° Los
esfuerzos en investigacion y desarrollo
crecen conjuntamente con la capacidad
del virus para generar resistencias a nue-
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vos farmacos, una de las pruebas dispo-
nibles para determinar la resistencia de
viral es secuenciacion, permitiendo al
médico tratante resolver problemas de
decision al momento de escoger la mejor
terapia para el paciente. Considerando
que no existe una vacuna disponible, to-
dos estos esfuerzos con el fin de mejorar
la calidad de vida de los pacientes y re-
ducir morbilidad.

MATERIAL Y METODOS

El presente estudio restrospectivo, fue
realizado en pacientes del Hospital de
Especialidades Carlos Andrade Marin
(HECAM), pertenecientes a la clinica de VIH.

Pacientes del estudio: Se seleccionaron
pacientes en tratamiento antirretroviral
que respondieron al tratamiento regis-
trandose fallo viral con persistencia de
cargas virales superiores a 4 000 copias/
mL en exdmenes realizados en intervalos
mayores a tres meses entre diciembre del
2015 y abril del 2017, sin distincion del
tiempo que llevan en tratamiento o far-
macos usados. Un total de 41 pacientes
fueron seleccionados para el estudio, 5
de estos pacientes de otras casas de salud
(3 pacientes del Hospital Enrique Garcés
y 2 pacientes del Hospital Vicente Corral
Moscos0).

Se registro la carga viral especifica de
cada muestra y los registros de CDA4.
Ademas, se registraron datos relaciona-
dos con: posible via de contagio, datos
relacionados con la adherencia al trata-
miento y a las visitas de control, guar-
dando la confidencialidad para lo cual se
omitieron en los registros nombres o da-
tos personales, utilizandose como identi-
ficacion codigos individuales.

Recoleccion y almacenamiento de mues-
tras: se tomaron 3 muestras de sangre
recolectadas en tubos de tapa lila con an-
ticoagulante EDTA; se separo el plasma
por centrifugaciéon y fue almacenado a
-80°C hasta su procesamiento.

Extraccion de dcidos nucleicos: para la
extraccion de ARN viral se utilizo el kit
validado High Pure Viral Nucleic Acid
Large Volume Kit, partiendo de 2,5 mL
de plasma congelado. Se siguieron las
instrucciones del fabricante al mezclar
el plasma con 2,5 mL de working solu-
tion (2,5 mL de binding buffer + 15 pL
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de Poly A) y 250 pL de proteinasa K.
Las muestras fueron incubadas a 70°C
por 15 minutos. Luego se coloco 1 mL
de binding buffer y una vez mezclado se
colocé el material lisado en la columna
de extraccion. Después de varios lava-
dos se llevo el ARN obtenido a 50 pL
de elution buffer, al cual se adhirio 2 pL
de MS2 en una concentracion de 10 ng/
pL de ARN de bacteriofago. EI ARN se
conservo a -80°C para luego proceder a
la secuenciacion.

Secuenciacion: se realizo la preparacion de
amplicones transformando el ARN en ADN
para la futura secuenciacion. Las secuencias
de ADN fueron analizadas por la técnica
de pirosecuenciacion, en el equipo Junior
454-Roche, siguiendo las especificaciones
del fabricante. Los resultados fueron anali-
zados en el programa Deepchek®, donde las
secuencias fueron comparadas con la base de
Stanford para analisis de resistencias signifi-
cativas. Dentro de los pardmetros anali-
zados se obtuvo:

» La subtipificacion cualitativa de los
virus presentes en cada muestra.

» Las resistencias significativas en las
tres opciones de magnitud de andlisis
que permitié el programa bioinforma-
tico (1, 5 y 20% de las poblaciones
virales presentes en cada paciente).

e Mutaciones mas prevalentes
resultaron en resistencia viral.

que

* Mutaciones que estuvieron presentes
pero no confieren resistencia viral.

Se realizd una clasificacion fenotipica
para los diversos farmacos de acuerdo
a los resultados del bioanalisis, en
comparacion con los estandares corres-
pondientes.

Se clasifico6 como pacientes no adhe-
rentes al tratamiento a aquellos que no
tuvieron genes de resistencia y demos-
traron poca regularidad en las visitas a
control y en la toma de las dosis.

Se clasificd a los pacientes como resis-
tencia primaria en base al fallo virolo-
gico presente después de realizar una
segunda carga viral y que el paciente no
haya recibido tratamiento alguno.

RESULTADOS

La media de la edad fue de 39 afios y la
mayoria de la poblacion se encuentra en-
tre 30 a 50 afos de edad (70%; 28/41).



Dentro de los rangos de edad el 19,5%
(8/41) tiene de 20 a 30 afios, 43,9%
(18/41) de 30 a 40 afios, 24,4% (10/41)
de 40 a 50 afios y 12,2% (5/41) mayores
de 50 afios. Los pacientes estudiados fue-
ron en su mayoria hombres con 87,8%
(36/41) y mujeres con 12,2% (5/41).

Treinta y seis pacientes fueron tratados en
el Hospital de Especialidades Carlos An-
drade Marin, mientras que cinco pacientes
pertenecieron a otras casas de salud.

El riesgo de transmision por via sexual
constituyé la via mas prevalente de
transmision en los pacientes estudiados;
fue igual en hombres que tienen sexo
con hombres (HSH) y heterosexuales
(tabla 1).

Tabla 1. Riesgo de transmision de VIH de
36 pacientes del HECAM.

Pacientes (%)
19 (52,8%)

Factor de riesgo

Hombres que tienen sexo
con hombres

Heterosexual 18 (50%)

Elaborada por los autores.

La media de los valores de carga viral es
4,72 Log,, ARN copias/mL. En cuanto a
los valores de CD4 se obtuvo una media
de 189,6 células/mL (tabla 2).

Tabla 2. Datos de carga viral y CD4.

Carga viral CD4*
(Log,, ARN  (células/

copias/mL) mL)
Valor mas bajo 3,6 0,9
Valor mas alto 6,7 1189
Promedio 4,7 213
Percentil 25 43 42
Varianza 0,4 62335
Desviacion 0.7 245
estandar

*Datos de CD4 tinicamente para los pacientes del
HECAM. Elaborada por los autores.

Seis pacientes de la muestra no tuvie-
ron presencia de genes de resistencia y
fueron catalogados como no adheren-
tes. Treinta pacientes fueron clasifica-
dos como resistencia secundaria y cinco
como resistencia primaria (12,2%; 5/36)
bajo los criterios de tener un fallo viral
comprobado, después de realizar una se-
gunda carga viral y constatar que el fallo
viroldgico se conserva a pesar de encon-
trarse ya en tratamiento antirretroviral
(figura 1).
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Figura 1. Clasificacion de pacientes sensibles y resistentes en funcion de la prueba gené-
tica, adherencia y clasificacion del tipo de resistencia
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Figura 2. Resistencia antiretroviral por farmaco

Gracias a las caracteristicas de pirose-
cuenciacion, se pudo diferenciar pre-
valencia de mutaciones en la poblacion
viral o mezcla de poblaciones virales.
Asi se pudo identificar 32 (78%) pacien-
tes que tuvieron resistencia >20% de su
poblacion viral. En la tabla 3 se detallan
los pacientes que presentaron resistencia
al 20%, 5% y 1%.

Tabla 3. Resistencia segin las poblaciones
virales.

Porcentaje de pobla-
ciones virales

Numero de pacien-
tes resistentes

Solo al 20 26
Solo al 5 0
Solo al 1 1

Porcentajes combinados
20y5 3
20y1 2
5yl 2
20,5y 1 1

También se analizo las secuencias de in-
tegrasa (IN), proteasa (P) y transcriptasa
(TR) para determinar el subtipo viral. El
subtipo mas prevalente en secuencias de
TR y P fue el subtipo B (85,4%-63,4%
respectivamente) y en IN es el subtipo
25 cpx (75,6%) (tabla 4).

Tabla 4. Porcentaje de subtipos virales por
region genémica.

Subtipos  Segun Seglin Seglin
TR P IN
B 85,4 63,4 17,1
02 AG 4,9 4,9 0
29 BF 2,4 0 0
37 cpx 20,5 0 0
42 BF 2,4 0 0
28 BF 2,4 0 0
7_BC 0 31,7 0
25 cpx 0 0 75,6
F1 0 0 2,4
D 0 0 2,4
39_BF 0 0 2,4

s
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Analizando las resistencias en los pa-
cientes que presentaron mutaciones en
poblaciones virales mayores al 20%; 22
presentaron resistencias a NRTI y NN-
RTI, 6 presentaron resistencias a NRTI,
2 presentaron resistencias a NNRTI y 1
presentaron resistencia a NRTI, NNRTI
e [P (tabla 5).

Tabla 5. Matriz de pacientes con resisten-
cia mayor al 20 %.

NRTI NNRTI NRTI+ NRTI

NNRTI + NN-

RTI +

1P

Numero 2/31 6/31 22/31  1/31
Porcentaje  6,5% 19,4% 71,0% 3,2%

Resistencia a antirretrovirales en la Clinica de VIH

En la figura 3 podemos observar todas las
mutaciones presentes. Las mutaciones de
inhibidores de la transcriptasa mas predo-
minantes fueron M184V/I, K103N.

En la figura 4 se observo la cantidad de
mutaciones mas frecuentes en retrotras-
cripasa inversa y proteasa.

Si comparamos las mutaciones mas fre-
cuentes de acuerdo a la resistencia pri-
maria o secundaria podemos observar
que las mutaciones K103N, M184V/I,

Figura 3. Esquema de mutaciones a inhibi-
dores de transcriptasa.

Figura 4. Distribuciéon de mutaciones mas frecuentes de toda la poblacién.
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Y188L y K65R son mas frecuentes en
resistencia secundaria, mientras que las
mutaciones V106I, V1791/D, K101E y
V179L son mas frecuentes en resisten-
cia primaria. Cabe recalcar que debido al
tamafio de muestra no se puede afirmar
estadisticamente esta tendencia (tabla 6).

DISCUSION

Como es de esperar, en regiones de
latinoamérica es notable la prevalencia
del serotipo B.'”!® Varios estudios
sugieren pequefas diferencias infectivas,
en cuanto a transmision, progresion
de la enfermedad, tasa de evolucion y
resistencia viral, todo ello dependiente del
serotipo.” Identificamos otros subtipos en
las diferentes regiones del genoma TR, P e
IN, siendo los mas frecuentes 25 cpx, 7
BCy 37 cpx, los mismos que no aparecen
en otros paises de la region.®? Es relevante
conocer los subtipos presentes en nuestros
paises y observar a través del tiempo la
aparicion de nuevos serotipos!3.

Se ha observado en estudios previos la
persistencia de resistencias a lo largo de la
terapia viral, hasta tres afios en pacientes
sin experiencia de tratamiento previo.*!*

Todos los pacientes se contagiaron por
transmision por la via sexual sin que
queden claras diferencias al respecto del
tipo de conducta sexual y su relacion con
laresistencia. Comparando los resultados
con otros estudios donde se observan
datos similares, se puede afirmar que
es de relevancia para prevencion y
control de la enfermedad en futuro.'™!”
Se conoce que la tendencia inicial de la
enfermedad a nivel mundial y en nuestro
pais, fue poblacién clave,” hoy podemos
ver que la tendencia de la prevalencia de
la enfermedad aumenta en poblaciones
heterosexuales, en este estudio se obtuvo
que el 50% de prevalencia en cada grupo,
lo que nos puede ayudar a entender
que los individuos con alto riesgo de
contagio, actualmente, estan distribuidos
en toda la poblacion, incrementando ain
mas la probabilidad de contagio y la
importancia de prevencion.

Una de las mutaciones mas observadas en
nuestros pacientes fue K103N, estudios
de eficiencia de transmision de cepas
con esta mutacion denotan facilidad
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Tabla 6. Resumen de mutaciones en resistencia primaria y secundaria.

Inhibidores nucledsidos y no nucleésidos de transcriptasa inversa

Tipo de mutacion K103N M184V/1 Y188L K65R V1061
Resistencia primaria 40% 60% 40% 60% 40%
2/5) (3/5) (2/5) (3/5) 2/5)
Resistencia secundaria 77% 80% 57% 20% 27%
(23/30) (24/30) (17/30) (6/30) (8/30)

V179D  VI791  KIOIE  VI79L
0% 40% 40% 20%
(0/5) /5) /5) (1/5)
27% 20% 17% 17%

(8/30) (6/30) (5/30)  (5/30)

de propagacion, comparado con otras
cepas, esto es importante en paises donde
los NNRTI son usados como tratamiento
de primera linea, y donde no se disponen
de pruebas de rutina de resistencia o
carga viral. Esto aumenta el riesgo de
propagacion de resistencia y limita el
éxito del tratamiento de segunda linea.'?

Los pacientes analizados en el presente
estudio tuvieron entre 2 y 23 afios de
recibir tratamiento, la mayoria se pueden
considerar pacientes con infeccion cronica
lo cual implica una mezcla compleja de
variantes genéticas, por lo que claramente
se pudo ver que mas del 80% de pacientes
presentaron resistencia a 2 grupos de
ARV.? Adicionalmente, en el tiempo de
exposicion a ARV la interrupcion de
tratamiento fallido y mala adherencia
de los pacientes llevo a una aparicion de
variantes, por presion y adaptacion de las
cepas originales o adquiridas a lo largo
del tratamiento. Se observd que seis
pacientes no respondieron al tratamiento
correctamente y al realizar la prueba de
resistencia, estos no presentaron ninguna
resistencia detectable, lo que denota la alta
cantidad de pacientes que no toman o tienen
baja o nula adherencia al tratamiento.

Existieron pacientes que nunca recibieron
tratamiento con ciertos farmacos pero
presentaron mutaciones que denotan
resistencia al mismo, como fue el caso de
un paciente en el presente estudio. Esto
pudo deberse a que hubo aparicién de
mutaciones por presencia de evolucion
genética constante. Ademads, se pudo
relacionar con la presencia de resistencias
en poblaciones menores (< 5%); también
se observo la aparicion de mutaciones
en regiones del genoma codificantes
para proteasa (en pacientes que no
recibieron tratamiento para esta enzima),
y debido a la sensibilidad de la técnica
de pirosecuenciacion se observd una
serie de mutaciones que son descartadas
en el andlisis final de datos, ya que

constituyeron mutaciones espontaneas
que son sinébnimas y no permitieron ver
resistencia fenotipica. Se debe tener en
cuenta que estas poblaciones minoritarias
podrian en un futuro generar resistencias
mayores que puedan servir de guia para
el tratamiento.’

En el presente estudio se determind
la presencia de mutaciones para
inhibidores de proteasa, siendo las
variantes mas predominantes: A71T/V
(45%, n=15), L10I/V (18%, n=6),
K20R (12%, n=4). Comparado con
otros estudios las mutaciones IP son
detectadas con mas frecuencia a través
de técnicas de secuenciacion de ultima
generacidén, como en nuestro estudio.
Se concluye que el hallazgo de estas
mutaciones, no tienen una implicacién
fenotipica de resistencia en los
pacientes. También se pudo atribuir
la presencia de mutaciones IP, a la
presencia de mala adherencia de esta
forma se va generando presion genética
y revelando variantes minoritarias de
resistencia.*!

Se presentan dentro de las mutaciones
mas frecuentes observadas KI103N,
M184V/I, YI188L, K65R V106I,
V1791/D, K101E y V179L, las mismas
que no han sido descritas previamente
en nuestro pais a excepcion de un unico
estudio publicado que fue realizado
en la costa ecuatoriana en donde
se determinaron otras mutaciones
presentes siendo unicamente M184V/I
la presente en ambas regiones. Se
sugiere continuar con estudios de
resistencia para poder comparar a su
vez con otros paises especialmente de
latinoamérica.>'¢

CONCLUSION

Se puede concluir que un evento
importante en el manejo de resistencia
ARV es la adherencia de los pacientes,

REVISTA MEDICA - CIENTIFICA CAMbios HCAM |

casi un 50% de los pacientes han sido
en algin periodo de su tratamiento
malos adherentes con tratamiento
intermitentemente, por lo que muchos
hospitales estan enfocados al manejo
personalizado y seguimiento del
paciente como medida para evitar
la generacion de resistencias al
tratamiento.

ABREVIATURAS

ADN: acido desoxirribonucleico; ARN:
acido ribonucleico; ARV: antiretroviral;
EDTA: acido etil diaminotetraacético;
EI: inhibidores de entrada; IF: inhibido-
res de fusion; IN: integrasa; INI: inhi-
bidores de integrasa; IP: inhibidores de
proteasa; NRTI: inhibidores de nucledsi-
dos de la transcriptasa inversa; NNRTI:
inhibidores de no nucledsidos de la tras-
criptasa inversa; P: proteasa; TR: trans-
criptasa; UNAIDS: ONUSIDA; VIH:
virus de la inmunodeficiencia humana
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