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SINTESIS
En el presente estudio se implementd un ensayo genotipico para determinar la resistencia
del VIH-1 a la TARVAE Yy su relacion con la variabilidad genética. Este ensayo mostro
indices de fidelidad, repetitividad y reproducibilidad de 98,7%, 98,8%, y 99,9%,
respectivamente. La frecuencia de las mutaciones de resistencia en individuos sin terapia
previa fue del 11,4% y del 80,0% en pacientes tratados. La mutacion 147V fue
significativamente mds frecuente en individuos infectados con las CRF (20, 23,24) BG
(p=0,029), mientras que la L210W apareci6é con mayor frecuencia en individuos infectados
con la CRF19 cpx (p=0,007). Se observd una tendencia a la disminucion de la resistencia
completa a los inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucleosidos y a los
inhibidores de la proteasa, asi como de la resistencia multiple a los ARVs (p<0,003). Esta
investigacion describio la resistencia a los ARVs que se utilizan en las estrategias
terapéuticas establecidas en Cuba. Ademds, informo6 el incremento de algunas formas
recombinantes de origen cubano y su asociacion con mutaciones de resistencia. La
infeccion con algunas variantes genéticas recombinantes de origen cubano y la exposicion a
multiples regimenes de TARVAE, se relacionaron con la frecuencia alta de mutaciones de

resistencia del VIH-1 en Cuba.



INDICE

L INTRODUCCION. 1
I.1.  Hipotesis de trabajo. 4
[2.  Objetivos. 4
[.2.1. Objetivo general. 4
1.2.2. Objetivos especificos. 4
I.3.  Novedad cientifica. 4
[.4.  Importancia tedrica. 4
I.5.  Importancia préctica. 5
II.  REVISION BIBLIOGRAFICA. 6
II.1. Historia del VIH. 6
I1.2.  Origen del VIH. 7
I1.3.  Clasificaciéon taxonémica. 7
I1.4.  Estructura del virion. 8
I1.5.  Organizacién del genoma. 8
I1.6.  Variabilidad genética y clasificacion genotipica del VIH-1. 10
I.7.  Distribucion mundial y regional de los subtipos del VIH-1 12
I1.8.  Replicacion del virus. 13
I1.9.  Receptores, correceptores de entrada del VIH-1 y clasificacién fenotipica

del VIH-1. 14
I1.10. Historia natural de la enfermedad 15
II.11. Epidemiologia. 17
I1.12. Epidemiologia en Cuba 17
I1.13. Terapia antirretroviral. 18
I1.14. Nuevos medicamentos antirretrovirales. 20
I.15. Fallo a la terapia ARV: 21
I1.16. Resistencia viral a la terapia. 21
I1.16.1.Resistencia a los inhibidores de la transcriptasa inversa andlogos de
nucledsidos/nucledtidos. 22
I1.16.2.Resistencia a los inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de
nucleosidos. 23




I1.16.3.Resistencia a los inhibidores de la proteasa 23
I1.16.4.Resistencia a los antagonistas de los correceptores (CCRS). 24
I1.16.5.Resistencia a los inhibidores de la integrasa. 24
I.17. Ensayos genotipicos para la determinacién de la resistencia del VIH-1 a
los antirretrovirales 25
I1.17.1.Plan de accién mundial 2017-2021 sobre la farmacorresistencia del VIH. 26
III. _ DISENO METODOLOGICO: 29
II.1. Poblacién de estudio, criterios de inclusion y de exclusion. 29
II1.2. Validacién de un ensayo in-house para la determinacién del genotipo de
VIH-1 y la evaluacion de la resistencia a los antirretrovirales en Cuba. 29
I11.2.1. Muestras Clinicas. 29
I11.2.2. Ensayo in-house para la determinacién del genotipo. 30
11.2.2.1 Disefio de los cebadores. 30
111.2.2.2 Extraccién del ARN. 31
111.2.2.3 Amplificacién. 31
111.2.2.4 Secuenciacion nucleotidica. 33
I11.1.2.4.1 Determinacion del subtipo. 33
I11.1.2.4.2 Determinacion de la resistencia a los medicamentos antirretrovirales. 34
I11.1.2.4.3 Control de Calidad. 34
I11.2.3. Evaluacion de la resolucion del ensayo in-house. 35
11.2.3.1 Determinacion del limite inferior de amplificacion. 35
111.2.3.2 Evaluacion de la fidelidad del ensayo. 35
111.2.3.3 Evaluacion de la precision del ensayo in-house. 37
111.2.3.4 Evaluacion de la aplicacion del ensayo in-house en muestras

clinicas 38
II1.3. Evaluacion de la resistencia del VIH-1 a los ARVs en Cuba después de la
implementacion de los ensayos genotipicos de resistencia a los antirretrovirales. 38
II1.3.1. Disefio epidemioldgico del estudio y muestras clinicas. 38
I11.3.2. Ensayo genotipico in-house de resistencia. 39
I11.3.3. Analisis de los resultados. 39
11.3.3.1 Subtipo 39




111.3.3.2 Resistencia en no tratados 39
11.3.3.3 Resistencia en Tratados 39
II1.4. _Consideraciones Eticas. 39
II1.5. Analisis estadistico de los resultados 40
IV. RESULTADOS Y DISCUSION. 41
IV.1. Estandarizacién de un ensayo in-house para la determinacién del genotipo de
VIH-1 y la evaluacion de la resistencia a los antirretrovirales en Cuba. 41
IV.1.1. Determinacion del limite inferior de amplificacién. 41
IV.1.2. Fidelidad. 42
IV.1.3. Precision. 49
IV.1.4. Evaluacion de la aplicacion del ensayo in-house en muestras clinicas. 54
IV.1.5. Control de calidad. 57
IV.2. Resistencia del VIH-1 a los ARVs en Cuba después de la implementacion
de los ensayos genotipicos de resistencia a los antirretrovirales. 59
IV.2.1. Caracteristicas generales de la poblacién de estudio. 59
IV.2.2. Diversidad del VIH. 64
IV.2.3. Mutaciones de resistencia a los ARVs en los pacientes sin tratamiento

previo. 67
IV.2.4. Mutaciones de resistencia a los ARVs en pacientes con tratamiento. 71
IV.2.5. Resistencia adquirida en los pacientes expuestos a la terapia. 76
IV.2.6. Distribucién de las mutaciones de resistencia entre los diferentes

subtipos. 80
V. DISCUSION GENERAL. 85

CONCLUSIONES. 89

RECOMENDACIONES 90

REFERENCIAS. 91

ANEXOS 109

PRODUCCION CIENTIFICA DEL AUTOR SOBRE EL TEMA DE

LA TESIS. 115

PUBLICACIONES CIENTIFICAS DEL AUTOR NO RELACIONADAS

CON EL TEMA DE LA TESIS 122




I. INTRODUCCION



I.  INTRODUCCION.

El Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) es el agente etiologico del Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). Los primeros casos de esta enfermedad se
describieron en el afio 1981 y en 1983 se demostré que el VIH era su agente causal (1).
Aunque se realizan grandes esfuerzos para eliminar esta enfermedad, 1,7 millones de
personas contrajeron la infeccion por el VIH en el afio 2019 y 690.000 personas fallecieron
a causa de enfermedades relacionadas con el sida. Hasta finales del afio 2019, 38,0 millones
de personas vivian con VIH en el mundo y desde el comienzo de la epidemia, 75,7 millones
de personas contrajeron la infeccion por el VIH (2).

Hasta el afio 1987 no existia un medicamento paliativo para los millones de personas que
enfermaban y morian debido a las enfermedades oportunistas que desarrollaban los
pacientes con VIH/SIDA en el mundo. En ese afio, se introdujo en el tratamiento de los
pacientes, el primero de los inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucledsidos
(ITIAN), que se llam6 zidovudina (AZT). La terapia con AZT produjo un incremento
sustancial en la sobrevida y en la calidad de vida de los pacientes infectados con el VIH (3).
Entre los afos 1990 y 1994 se introdujeron como opciones de tratamiento otros tres
medicamentos de esta misma familia (4). En el afio 1995 ya era evidente que la terapia
combinada con dos ITIAN era mas efectiva que la monoterapia, lo cual dio lugar a la era de
las combinaciones (5). Entre los afios 1995 y 1996 se aprobaron los primeros inhibidores de
la proteasa (IP); en el propio afio 1996 se obtuvo la licencia para la nevirapina (NVP), el
primer inhibidor de la transcriptasa inversa no analogo de nucledsidos (ITINAN). En ese
momento ya habia tres clases de medicamentos disponibles, que comenzaron a utilizarse de
manera combinada. A partir de entonces comenzd a extenderse la expresion “terapia
antirretroviral altamente efectiva (TARVAE)” que consiste en utilizar como tratamiento la
combinacion de al menos tres medicamentos, sean o no de la misma familia (6).

No obstante, desde el afio 1990 se describido la aparicion de la resistencia a los
medicamentos que se incluyen en la terapia antirretroviral (7). El desarrollo de variantes de
virus resistentes es una de las principales razones del fracaso de la terapia antirretroviral.
Esto se debe, fundamentalmente, a la alta tasa de mutacidon que presenta el virus, por
carecer, su enzima transcriptasa inversa (TI), de actividad exonucleasa correctora (8).

Varios factores facilitan la aparicion de la resistencia, entre los que se destacan: la falta de



potencia de las combinaciones de medicamentos ARVs que se utilizan en la TARVAE; las
opciones limitadas de sustitucion de los mismos cuando es necesario y la mala adherencia
al tratamiento. En los paises de bajos ingresos econdmicos, son limitadas las opciones de
terapia antirretroviral altamente efectiva (TARVAE) y la disponibilidad de pruebas de
laboratorio para determinar resistencia. Esto facilita la emergencia de la resistencia del
VIH-1 a la TARVAE y disminuye los beneficios sostenidos de la misma, atin més cuando
esta resistencia puede transmitirse de un individuo a otro (9).

A finales del afio 2020, se informd en Cuba que mas de 25 756 personas vivian con el VIH,
de ellas mas del 84% recibian tratamiento (Registro Nacional de VIH 2020, Ministerio de
Salud, Cuba). En Cuba, el acceso a la TARVAE aument6 de forma réapida, a partir de su
introduccion en el ano 2001, lo que contribuyd a la reduccion marcada de la morbi-
mortalidad por el VIH (10). Aunque la prevalencia del VIH-1 en Cuba es la mas baja de
América Latina y el Caribe (0,4%) (Registro Nacional de VIH 2020, Ministerio de Salud,
Cuba), la epidemia se caracteriza por una diversidad genética inusualmente alta, en
contraste con el resto de la region del Caribe (11, 12). Las variantes genéticas reportadas en
Cuba incluyen los subtipos B, C, G, H, y las formas recombinantes circulantes (FRCs)
cubanas: FRC (20, 23, 24) BG, FRCI18 cpx y FRC19 cpx (13, 14). El subtipo B
representa solo un tercio de la epidemia cubana, mientras que las FRC (20, 23, 24) BG y
varias formas recombinantes unicas (FRU) incrementan su incidencia anualmente (15). La
FRC19 cpx se asocia con la progresion rapida al sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA) (16).

Los estudios de variabilidad genética del VIH-1 son mas importantes cada dia, pues
contribuyen al disefio de nuevas estrategias terapéuticas y a la formulacion de posibles
candidatos de vacunas. El conocimiento de la distribucion de las variantes genéticas tiene
gran valor ya que puede incidir en la exactitud de las pruebas de diagnostico, las pruebas de
determinacion de la carga viral y en los ensayos genotipicos de resistencia del VIH-1 a la
TARVAE. Ademas, la susceptibilidad de los diferentes subtipos del VIH-1 a los ARVs es
actualmente objeto de mucha atencion. Los datos de secuenciacion de subtipos no-B son

escasos en todo el mundo y se recomienda una mayor investigacion de este tema (17).



El Sistema Nacional de Salud Publica de Cuba, a través de su Programa de Prevencion y
Control del VIH/SIDA, diseiid desde los inicios de la epidemia de VIH, las estrategias
encaminadas a la prevencion, tratamiento y vigilancia epidemiologica de la misma.

Previo a la presente investigacion, dos grupos de cientificos cubanos, en colaboracion con
instituciones extranjeras, estudiaron la prevalencia de la resistencia del VIH a los ARVs.
Sus resultados demostraron que existia resistencia a los ITIAN en pacientes tratados y en
no tratados, asi como resistencia a los ITINAN en tratados. Ademas, detectaron una
proporcion elevada de subtipos no-B, gran variabilidad genética, y circulacion simultanea
de varias formas recombinantes, con predominio de las mismas. Aunque se informo6 una
prevalencia alta de resistencia a los ARVs disponibles en Cuba en ese momento, y una
variabilidad genética alta, no se encontrd evidencia de que ambos elementos tuvieran
relacion. Es importante destacar que las investigaciones mencionadas tuvieron que
realizarse en instituciones cientificas en el extranjero ante la ausencia en Cuba de los
medios necesarios para realizar las pruebas genotipicas de resistencia a los ARVS (13-15,
18-21).

En estas condiciones, fue importante ampliar los estudios de resistencia en la poblacion
cubana seropositiva al VIH, profundizar en el comportamiento de la variabilidad genética
del virus y determinar si existia relacion entre ambas. También era necesario evaluar el
impacto de la amplia disponibilidad de la terapia ARV en los perfiles de mutaciones de
resistencia que se observaron.

Teniendo en cuenta lo descrito anteriormente, se hizo necesario implementar un ensayo
genotipico in-house que permita la determinacion de las variantes genéticas y de la
resistencia del VIH-1 a la TARVAE en Cuba. Lo cual hace posible el monitoreo de la
efectividad de las estrategias terapéuticas establecidas y ampliar los estudios de este tipo en
la poblacion seropositiva. También ayuda a profundizar en el comportamiento de la
variabilidad genética del VIH-1 y su influencia en el perfil de mutaciones asociadas a la
resistencia. Ademas, permite que Cuba se alinee a las directrices dictadas por la OMS para
enfrentar el fendmeno de la resistencia del VIH a los medicamentos ARVs. Esto quedo
plasmado en el Plan Estratégico Nacional para la prevencion y el control de las ITS, el

VIH/sida y las Hepatitis del Ministerio de Salud Publica de la Republica de Cuba.



Para dar respuesta a las necesidades mencionadas antes, se desarrollo la presente
investigacion a partir de la hipotesis siguiente:

I.1.  Hipotesis de trabajo.

La resistencia del VIH-1 a los ARVs empleados en Cuba se relaciona con la variabilidad
genética de los virus circulantes y con la terapia empleada.

I.2.  Objetivos.

Para validar o refutar la hipdtesis se planted el objetivo general y los objetivos especificos
que se mencionan a continuacion:

1.2.1. Objetivo general.

Evaluar el comportamiento de la resistencia del VIH-1 a los ARVs entre los afios 2009 y
2014 y su relacion con la variabilidad genética del virus en muestras de individuos cubanos.
1.2.2. Objetivos especificos.

. Evaluar un ensayo genotipico in-house para la determinacion de la variante genética

y la resistencia del VIH-1 a la TARVAE en muestras de individuos cubanos.

° Determinar la resistencia del VIH-1 a los ARVs en muestras de individuos cubanos
seropositivos al VIH-1 entre los afios 2009 y 2014.

. Relacionar las variantes genéticas de VIH-1 con las mutaciones de resistencia y con
los regimenes de terapia que se prescriben en Cuba.

I.3. Novedad cientifica.

. Se implementd por primera vez en Cuba un ensayo genotipico con elevada

exactitud, capaz de amplificar y secuenciar los genes de la proteasa y la transcriptasa

inversa del VIH-1 en condiciones de gran variabilidad genética.

J Algunas mutaciones de resistencia se observaron con mas frecuencia en las

variantes genéticas de origen cubano, lo cual influy6 en la efectividad de los regimenes de

terapias disponibles en el pais.

. La resistencia alta a los ARVs en los individuos no tratados justifico la necesidad de

realizar un estudio nacional para la vigilancia de la resistencia transmitida.

I.4. Importancia tedrica.

J Describié el comportamiento de la variabilidad genética del VIH-1 entre el afio

2009 y el 2014 en Cuba.



. Caracterizo los patrones de la resistencia del VIH-1 a los ARVs diez afos después
de la introduccion de la TARVAE.

. Aporte al conocimiento de la relacion entre la variabilidad genética de los subtipos,
las formas recombinantes de VIH-1 mas frecuentes y los patrones de la resistencia que se
observan en la TARVAE en Cuba.

I.5. Importancia practica.

J Implement? las pruebas de resistencia antirretroviral del VIH-1 en Cuba.

. Capacit6 al personal de laboratorio y de asistencia médica del IPK en la correcta
interpretacion de las pruebas de resistencia a los ARVs.

. Introdujo en el Centro de Investigacion Diagndstico y Referencia del Instituto de
Medicina Tropical “Pedro Kouri” las herramientas de bioinformatica que permitieron
analizar la resistencia del VIH a los ARVs utilizando algoritmos que se emplean
mundialmente (Servidor de RegaDB instalado en el IPK).

. Aport6 resultados que permitieron al MINSAP la vigilancia y el seguimiento de la
efectividad de las estrategias terapéuticas establecidas en Cuba.

J Permiti6 un manejo clinico adecuado de la resistencia del VIH a los ARVs en los
pacientes tratados, lo cual increment6 la posibilidad de éxito de la TARVAE.

. Posibilito la reduccion de los niveles de resistencia del VIH a los ARVs en los
pacientes tratados mediante el empleo adecuado y oportuno de los resultados de los ensayos
genotipicos de resistencia por el personal médico de asistencia.

. Form¢é parte de los Proyectos Internacionales de Cooperacion Interuniversitario
(VLIR) con la Universidad de Leuven en Bélgica: “Implementacion de las pruebas de
resistencia a los ARVs en Cuba” y del Proyecto Internacional con la Regién Valona en
Bélgica: “Caracterizacion viroldgica e Inmunolégica de Cepas de VIH de pacientes
cubanos con progresion rapida a SIDA” y del Nacional Asociado a Programa: “Estudio de
la prevalencia de las mutaciones de resistencia en pacientes cubanos infectados con VIH-1.

Analisis filogenético y epidemioldgico”.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA



II.  REVISION BIBLIOGRAFICA.

II.1. Historia del VIH.

El VIH es el agente etiologico del SIDA. En 1980, en los Estados Unidos y Europa, se
reportaron casos de individuos previamente saludables que mostraban sintomas de
disfuncion inmunologica. El nuevo sindrome se caracterizd por linfadenopatias
generalizadas, infecciones oportunistas como neumonia por Pneumocystis jirovecii,
encefalitis por Toxoplasma gondii, retinitis por citomegalovirus, meningitis criptocococcica
y una variedad de neoplasias malignas como Linfoma no-Hodgkin y Sarcoma de Kaposi
(22-25). Como hallazgo de laboratorio se observd que todos estos individuos mostraban
una marcada deplecion del grupo de diferenciacion celular de los linfocitos T CD4+ en
sangre periférica (26).

En junio del afio 1981, la comunidad médica internacional puso su atencidon por primera
vez en la importancia del SIDA como enfermedad emergente. El Centro para el Control de
las Enfermedades de Atlanta, EUA, notifico en ese afio la existencia de cinco hombres con
una inmunodeficiencia severa en el estado de California (27). Esta comunicacion antecedio
a otras que informaron la presencia de un deterioro del sistema inmunoldgico en hombres
homosexuales y usuarios de drogas intravenosas cuyos linfocitos T respondian
deficientemente a los antigenos y a la estimulacion con mitdégenos. Pocos meses después se
dio a conocer que una inmunodeficiencia similar estaba aquejando a otros grupos de
individuos. Entre ellos se encontraban los hemofilicos, receptores de transfusiones de
sangre, inmigrantes haitianos, y mas significativamente, los compaiieros sexuales y los
hijos de miembros de los diferentes grupos afectados (28). Este patron epidemioldgico
emergente sugeria que la enfermedad era transmitida por un nuevo patdgeno a través de la
sangre contaminada o del contacto sexual con individuos infectados. (26).

En el afio 1983, cientificos del Instituto Pasteur de Paris aislaron un agente viral de los
linfonodos de un individuo asintomatico que presentd adenopatias generalizadas de origen

desconocido. A este nuevo agente se le denominé LAV (Lymphadenopathy-Associated

Virus), (29). Casi simultaneamente, en 1984, Robert Gallo y sus colegas del Instituto

Nacional de Salud (NIH, siglas del inglés, National Institute of Health) en EUA informaron

el aislamiento de un retrovirus que denominaron Virus de la Leucemia Humana de Células

T-IIT (HTLV-II) (30), y lograron las primeras evidencias serologicas convincentes que



relacionaban al LAV-HTLVIII con la inmunodeficiencia que padecian los individuos
infectados (31).

Cuando se demostré que se trataba de un mismo virus, se decidid6 nombrarlo virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) y subsecuentemente VIH-1 (32). En el afio 1986 se aislo
otro retrovirus con caracteristicas inmunolégicas distintivas y menor patogenicidad que el
VIH-1 y que se denomin6 VIH-2 (33).

I1.2.  Origen del VIH.

Con respecto al origen del VIH se propusieron varias teorias y una de las mas aceptadas es
la “del cazador” que sugiere que la pandemia es una zoonosis viral (34). Se sugiere que el

VIH se originé cuando el SIVcpz (SIVcpz, siglas del inglés, simian immunodeficiency

virus in captive chimpanzees) pas6é del chimpancé al hombre, cuando los chimpancés

infectados fueron cazados y consumidos por el hombre. El SIVcpz, presente en la sangre
del mono, penetr6 a través de las laceraciones o heridas del cazador y se adapto al ser
humano, transformandose en VIH-1 (35, 36). La teoria del reloj molecular estima que el
origen del VIH-1 se sitia alrededor de 1920 (37).

Para entender el origen del VIH fue importante el descubrimiento de que hay virus de
inmunodeficiencia de los simios estrechamente relacionados con €l y que estan presentes en
una gran variedad de primates africanos. El VIH-1 se relaciona mas con el virus de la
inmunodeficiencia de los simios chimpancés, el que, a diferencia de otros virus de
inmunodeficiencia de simios, contiene un gen llamado vpu que también esta presente en el
VIH-1 (34, 38). El VIH-2 esta filogenéticamente mas relacionado al virus de la
inmunodeficiencia de los simios sooty mangabey (SIVsmm, siglas del inglés, simian
immunodeficiency virus in sooty mangabey monkeys) con una similitud de sus secuencias

nucleotidicas de un 75% (38, 39).

I1.3. Clasificacion taxonémica.

El VIH-1 pertenece a la familia Retroviridae, género Lentivirus. Se conocen siete
subfamilias de retrovirus: los Alfaretrovirus, Betaretrovirus, Gammaretrovirus,
Deltaretrovirus, Epsilonretrovirus, Lentivirus y Espumaretrovirus. Los Deltaretrovirus y los
Lentivirus son las Uinicas subfamilias de retrovirus que hasta el momento se asocian con una
enfermedad en humanos. Los Lentivirus, como su nombre sugiere, causan una enfermedad

lenta y producen inmunodeficiencia en ovejas, caballos, ganado, simios y humanos (40).



I1.4. Estructura del virion.

La particula viral del VIH tiene un diametro de 100 nm, con una cépside icosaédrica.
Presenta una envoltura en forma de bicapa lipidica, con 72 complejos glicoproteicos,
formados por dimeros de gp41 y trimeros de gp120, que son necesarios para la union y la
penetracion del virus a la célula hospedera. La gp120 contiene sitios de unidn al receptor
celular CD4 y a los receptores de quimiocinas CCRS y CXCR4 8 (41, 42). La gp41 es una
glicoproteina de transmembrana formada por los dominios alfa hélice HR1 y HR2, en cuyo
extremo se localiza un péptido altamente hidrofobico que interviene en la fusion de la
envoltura del virus a la membrana de la célula. La nucleocapside contiene las proteinas p24,
p7 y p6 que empaquetan dos moléculas de acido ribonucleico (ARN) gendmico y un
cebador ARNt-Lys, ademds de las enzimas proteasa, transcriptasa inversa (T]) e integrasa

(IN) (26) (Figura 1).
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Figura 1. Estructura del VIH-1, que muestra las proteinas codificadas por los genes gag,

pol y env. (26).

IL.S. Organizacion del genoma.

El genoma del VIH es lineal, constituido por 9,2 kilobases y se presenta de dos formas
diferentes:

o Fase extracelular (virion): dos copias de acido ribonucleico de simple cadena con
polaridad positiva.

o Fase intracelular: doble cadena de ADN integrada al genoma celular.



El material genético del virus contiene tres genes estructurales, dos reguladores y cuatro
genes accesorios o auxiliares. Los genes estructurales se nombran: gag (grupo antigeno
especifico), pol (polimerasa) y env (envoltura) (Figura 2). Los genes reguladores son el
transactivador transcripcional (tat) y el regulador de la expresion viral (rev); ambos
codifican para proteinas de bajo peso molecular que son esenciales para la replicacion viral
y que no forman parte de la particula viral. Los genes auxiliares no son esenciales para la
replicacion viral in vitro y se nombran vif, vpr, vpu y nef, pero in vivo participan en la
patogenia de la enfermedad. En el VIH-2 el gen vpu se conoce como VpX (43, 44).

Los tres grandes genes estructurales se traducen inicialmente como precursores
poliproteicos nombrados: Pr160Gag-Pol y Pr160Env.

El precursor Pr160Gag-Pol da origen al precursor Pr55Gag (55 kDa) mediante autocatalisis
y accion de la proteasa contenida en el virion (42). Posteriormente, el Pr55Gag es
procesado por la proteasa viral para originar las proteinas de matriz (MA, pl7), capside
(CA, p24), nucleocapside (NC, p7) y la pequena de 6 kDa (p6). Ademads, el precursor
Pr160Gag-Pol da lugar a las tres enzimas del virus: la proteasa viral (10 kDa), el
heterodimero Transcriptasa Inversa (subunidades p51 y p66) y la integrasa (32 kDa).

El precursor Prl160Env (160 kDa) se procesa pos-traduccionalmente , por enzimas
celulares, en el reticulo endoplasmatico y el complejo de Golgi dando lugar a las proteinas
glicosiladas de la envoltura: la de superficie (SU) o gpl20 (120 kDa) y la de
transmembrana (TM) o gp41 (41 kDa) (26, 45). (Figura 2).
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Figura 2. Organizacion del genoma del VIH-1. (26)



I1.6. Variabilidad genética y clasificacion genotipica del VIH-1.

Inicialmente se pensé que el VIH-1 pudiera ser genéticamente homogéneo, asi como se
habia observado en los otros retrovirus que fueron estudiados y descritos anteriormente.
Sin embargo, cuando se compararon los ADN provirales correspondientes a aislamientos de
VIH-1 procedentes de Europa, América del Norte y Africa se evidencié una extensa
heterogeneidad genética: no hubo dos aislamientos del virus que fueran idénticos (46).

El mismo comportamiento se observo al realizar estudios de secuenciacion nucleotidica a
partir de muestras de pacientes infectados con el VIH-1, donde incluso muestras de un
mismo paciente colectadas en tiempos diferentes exhibian variaciones significativas (47,
48).

Los cambios nucleotidicos estan distribuidos a lo largo del genoma del VIH-1, aunque la
mayor variabilidad ocurre en el gen env, donde estan presentes las regiones hipervariables
V1 a V5, intercaladas entre regiones relativamente conservadas C1 a C5 (49).

La tasa de mutacion de los virus ARN, incluidos los retrovirus, se estima entre 107 a 107
sustituciones por nucleétido (s/nt) por cada ciclo de replicacion. Esto se debe a la ausencia
de la actividad correctora de errores (exonucleasa 3°- 5°) de la TI y a la alta tasa de
replicacion viral. Las mutaciones puntuales pueden ser transiciones y transversiones (48).
Las variaciones genéticas también pueden ser originadas a través de inserciones Yy
deleciones, por recombinacion homodloga y no homologa y por reordenamiento de
segmentos en virus de genoma segmentado (50).

Las cuasi-especies son poblaciones de virus ARN que se replican como distribuciones
complejas de genomas diferentes pero que estan relacionadas genéticamente (51). También
las describen como distribuciones dinamicas de genomas virales no idénticos pero muy
cercanos genéticamente, que experimentan un proceso continuo de variacion, competicion
y seleccion (52). Las cuasi-especies constituyen un reservorio de variantes virales.
Presentan un rango amplio de fenotipos con respecto a la virulencia, el tropismo, la cinética
de replicacion y la composicion antigénica (53, 54).

El tamafio poblacional es de gran importancia en la heterogeneidad genética. En cada célula
infectada de un individuo seropositivo al VIH-1 pueden existir de 10° a 10'2 viriones, con

un recambio de virus y de células infectadas muy elevado (55).
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Los analisis filogenéticos basados en las secuencias de los genes gag y env, principalmente,
clasifican al VIH-1 en cuatro grandes grupos (56): M (principal, del inglés main), O
(externo, del inglés outlier), N (no M, no O, del inglés, non M, non O) y P (57). A su vez,
del grupo M se divide en nueve subtipos que van del A al D, F, G, H, J y K. En los subtipos
A y F se distinguen sub-subtipos designados como Al, A2, A3, A4 y Fl, F2,
respectivamente (58, 59).

La recombinacion genética desempeiia un papel esencial en la evolucion y en la expansion
geografica de los subtipos. En el VIH-1 la recombinacion se puede producir entre diferentes
cepas del mismo subtipo (intra-subtipo), de distintos subtipos (inter-subtipo) o de diferentes
grupos (inter-grupo) (60).

La generacion de retrovirus recombinantes requiere que dos virus con genomas diferentes
infecten una misma célula simultdneamente, a través de un episodio Unico de transmision
en forma secuencial, o en varios episodios. La recombinacién entre los dos genomas
diferentes encapsidados permite la generacion de particulas heterocigéticas mediante saltos
alternativos de la TI entre ambos genomas co-encapsidados (11).

Las formas recombinantes del VIH-1 estdn ampliamente distribuidas y se clasifican en FRC
(formas recombinantes idénticas en al menos tres individuos no relacionados desde el punto
de vista epidemioldgico) y FRU (se encuentran en un Unico individuo o en individuos

relacionados epidemioldgicamente) (61-63).
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Figura 3. Clasificacion genotipica del VIH-1. (26)

SiVgor

11



I1.7. Distribucion mundial y regional de los subtipos del VIH-1

La distribucion global de subtipos y recombinantes muestra una amplia distribucion de
subtipos a nivel mundial, con un notable incremento de las FRC y una disminucion de las
FRU. El grupo M incluye alrededor del 95 % de los aislamientos globales, dentro de este
grupo el subtipo C representa cerca de la mitad del total de las infecciones con un 48%
(64), seguido por el subtipo A (12%) y el B con un (11%), ademas de las formas
recombinantes: FRC02_AG (8%), FRCO1_AE (5%), el subtipo G (5%), y el D (2%) (65).
Los subtipos F, H, J, K, en conjunto causan cerca del uno por ciento de las infecciones
mundiales. Las FRC y FRU son responsables cada una del cuatro por ciento de las
infecciones globales, las que unidas al resto de las FRC (FRC02_AG (8%), FRCO1_AE
(5%)), arrojan un 16 %, mientras que los recombinantes todos (FRC y FRU) representan un
20% (62, 63, 66).

En Africa Central se encuentra una gran diversidad viral con la presencia de todos los
subtipos, asi como de FRC y FRU. En Africa Occidental se detectan todos los subtipos, sin
embargo, predominan la FRC02 AG y el subtipo G. La mayoria de la infecciones en Africa
Oriental son debidas al subtipo A. En el sudeste de Africa, Etiopia y la India, la epidemia es
exclusivamente causada por el subtipo C (66).

El subtipo B predomina en América del Norte, el Caribe, América Latina, Europa Central,
Europa Occidental y Australia. En Europa Central y Occidental son detectadas muchas
FRC y FRU. La epidemia en Europa Oriental y Asia Central es dominada por el subtipo A
y B (67).

En el sur y sudeste de Asia la FRCO1_AE es responsable de la mayoria de las infecciones.
En el este de Asia, la epidemia se caracteriza por el predominio de la FRC07 BC,
FRCO08 BC, FRCO1 _AE y el subtipo B. El norte y medio Oriente de Africa, esta afectado
mayoritariamente por el subtipo B y varias FRC_(66).

Los miembros del grupo O se han obtenido de individuos de Cameroon, Gabon y Guinea
Ecuatorial; su genoma comparte menos de un 50% de identidad en la secuencia
nucleotidica con los virus del grupo M. Las cepas del grupo N, descubierto mas
recientemente, se han identificado en personas de Cameroon, cuyos anticuerpos no eran
identificados en los ensayos de ELISA y si eran detectados por analisis convencional de

Western Blot (WB) (34, 68).
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I1.8. Replicacion del virus.

El ciclo de replicacion del VIH se divide en dos fases; temprana y tardia (6) . En la primera
fase se produce la adhesion, la entrada a la célula y el desnudamiento parcial de la particula
viral y continia con la formacion del provirus y su integracion al genoma de la célula
hospedera. En la segunda fase se produce la transcripcion del ARN y la sintesis de las
proteinas virales partiendo del ADN proviral, y termina con la liberacion de los viriones

desde la célula hospedera (6, 26, 69) (Figura 4).
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Figura 4. Etapas de la replicacion del Virus de Inmunodeficiencia Humana. 1: Adhesion. 2:
Entrada del virus a la célula. 3: Desnudamiento parcial de la particula viral. 4:
Transcripcion reversa del ARN viral. 5: Transportacion del ADN proviral hacia el nticleo
de la célula. 6: Integracion al ADN del cromosoma. 7: Transcripcion del ADN viral. 8:
Traduccion del ARNm. 9 y 10: Transporte de las poli-proteinas de Envoltura y Gag+Gag-
Pol por diferentes vias hacia la membrana plasmatica. 11: Gemacion de las particulas
virales inmaduras. 12: Proteolisis de las poli-proteinas del virion para generar particulas
virales maduras. 13: Desprendimiento de las glicoproteinas de envoltura gpl20 no
asociadas a virus (26)

La adhesion del virus a la célula huésped ocurre a través de la interaccion de la proteina
gp120 con la molécula CD4. Esta union provoca un cambio conformacional en el complejo
recién formado y se exponen otros grupos funcionales que interactuan con un correceptor
celular, generalmente las moléculas CCRS5 o CXCR4 (70). Después de esta interaccion se
producen nuevos cambios conformacionales en la molécula gp41, que permiten el anclaje

del péptido de fusion a la membrana citoplasmatica. Posterior a la fusion se libera la
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capside viral dentro del citoplasma de la célula con la liberacién de las dos moléculas de
ARN, y las enzimas virales (26, 71) (Figura 4).

La enzima TI realiza la sintesis del ADN proviral y sintetiza una hebra de ADN, dando
lugar a la formacion de un hibrido ADN/ARN. El ARN inicial se degrada por la subunidad
ARNasaH de la TI y finalmente se sintetiza la otra hebra de ADN complementaria a la
cadena recién producida (72, 73). Luego se produce la translocacion del ADN proviral
hasta el nucleo celular. En este proceso interviene el complejo de preintegracion, formado
por la doble hélice de ADN, la enzima integrasa y otras proteinas virales. A continuacion se
produce, la integracion del genoma viral en el genoma celular y la célula se infecta de por
vida (74, 75). Cada vez que se produzca la activacion del linfocito infectado, mediante
cualquier fendmeno inmunolédgico, se activard también la replicacion viral, y por tanto, la
produccién de una nueva progenie viral infecciosa (26).

El ARN se sintetiza y se transporta al citoplasma donde tiene lugar la expresion de los
genes virales. Este mismo ARN constituye el genoma viral. En la fase tardia se expresan
los genes estructurales y se sintetizan las proteinas que forman parte del virion. Durante el
ensamblaje, los precursores poliproteicos Pr55Gag, Pr160Gag-Pol y sus productos se
agrupan y se asocian con la membrana citoplasmatica alrededor del ARN genoémico (76).
Las proteasas virales y celulares digieren los precursores para formar las proteinas virales
maduras y se produce el ensamblaje de las capsides. La liberacion del virus se realiza
mediante gemacion a través de la membrana citoplasmatica, donde el virus incorpora la
gpl120, la gp4l y algunas proteinas celulares que formaran parte de su envoltura (26)
(Figura 4).

I1.9. Receptores, correceptores de entrada del VIH-1 y clasificacion fenotipica del
VIH-1.

El receptor que utiliza el VIH para su entrada a la célula es la molécula CD4, que tiene
55kDa y se localiza, principalmente, en la membrana citoplasmatica de los linfocitos T, los
macrofagos, los monocitos, la microglia, las células de Langerhans y las células de la
mucosa rectal.

Los llamados correceptores de entrada son las moléculas CCRS5 y CXCR4, que también se
encuentran en la superficie de los linfocitos y los macrofagos, y que de manera natural,

constituyen receptores de quimiocinas. Los ligandos naturales del CCRS5 son las
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quimiocinas RANTES, MIP la y MIP 1. El tnico ligando natural de CXCR4 es el SDF-1.
También pueden actuar como correceptores del VIH-1 otras moléculas que son menos
eficientes: CCR3, CCR2b, CCR8 y CCR9 (26, 77).

La clasificacion fenotipica del VIH se basa en sus propiedades replicativas, citopaticas y de
tropismo. Desde el punto de vista replicativo la mayoria de los aislamientos de VIH-1 que
se realizan a partir de muestras de pacientes con pocos ainos de infeccion, se caracterizan
por una replicacion viral lenta y se generan pocas cantidades de particulas. A este tipo de
virus se le conoce como “slow/low” y se distingue del que se denominan “rapid/high” que
exhibe una cinética de replicacion rapida y genera gran cantidad de viriones con titulos
altos (78).

De acuerdo al efecto citopatico los virus se clasifican en inductores (IS) y en no inductores
de sincitios (NIS) cuando producen, o no producen este tipo de efecto después de
cocultivar, primariamente, células mononucleares de sangre periférica (CMSP) infectadas
con el virus con la linea celular de origen linfoide MT-2 (79).

Refiriéndose al tropismo el VIH se clasifica por el uso de correceptores de quimiocina de la
cepa viral predominante (26). Se observa una vinculacion fuerte entre las cepas IS y los
virus T-tropicos que infectan las células de la linea MT2, mientras que los virus M-tropicos,
que infectan macréofagos, generalmente no producen sincitios.

El descubrimiento del uso de los correceptores por el VIH-1 llevo a un nuevo criterio de
clasificacion. Los aislamientos que utilizan el correceptor CXCR4 se designaron como X4
y son con mucha frecuencia cepas T-tropicas, inductoras de sincitios; mientras que los que
usan el correceptor CCRS5, nombrados R5, son predominantemente cepas M-tropicas y no
inductoras de sincitios. Aquellos virus que son capaces de infectar tanto macr6fagos como
células T se denominan duales (X4/R5) y expresan en sentido general un fenotipo casi
idéntico al X4 (26, 80, 81).

I1.10. Historia natural de la enfermedad

El curso natural de la infeccion por VIH-1 se caracteriza por tres etapas o fases
fundamentales: la infeccion aguda, la etapa de latencia clinica y la fase de SIDA (Figura 5).
La infeccion aguda se produce inmediatamente después del contagio y se define como el
periodo que transcurre desde la infeccion inicial hasta que se desarrollan anticuerpos contra

el virus, que habitualmente tiene una duracion desde seis semanas hasta tres meses (6). Los
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sintomas y signos se pueden confundir con los de una mononucleosis infecciosa o una
gripe, y aparecen en los dias posteriores a la exposicion. Los méas comunes son: mialgias,
artralgias, malestar general, fiebre, linfadenopatia, ulceras orales, pérdida de peso,
meningitis aséptica, faringitis y erupcion maculopapular cutdnea. La viremia suele ser alta y
se observa una disminucion de los linfocitos T CD4+, que se recuperan, posteriormente, sin

alcanzar los valores previos a la infeccion (69, 82).
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Figura 5. Representacion esquematica de la historia natural de la infeccion por VIH (83).

Al finalizar la fase de infeccion aguda, frecuentemente se equilibran los niveles de
replicacion viral y la respuesta inmune del huésped, y en muchos individuos no se
presentan manifestaciones clinicas durante afios. Esta etapa se conoce como “latencia
clinica”, la cual suele tener una duracién de 8 a 10 afios e incluso mas (84). Durante esta
etapa existe baja produccion de virus, principalmente a nivel de los nddulos linfaticos, la
carga viral es baja o indetectable y se mantiene un equilibrio entre la produccion de nuevos
linfocitos T CD4+ y la destruccién constante otras células T CD4+ producto de la
replicacion viral y de otros mecanismos inmunologicos (85, 86).

Después de la etapa de latencia clinica, el conteo de los linfocitos T CD4+ disminuye
lentamente hasta descender por debajo de las 200 células/mm?’. Para este momento el
sistema inmune ya no es capaz de controlar la replicacion del VIH, por lo que la carga viral

se eleva (6, 87). Esta etapa es la conocida como fase SIDA, y se acompaiia de sintomas y
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signos caracterizados por desordenes inmunoldgicos, dermatolégicos, hematologicos y
neurologicos (69, 88). También suele presentarse fiebre, pérdida de peso, sudoracion
nocturna y diarreas. Se incrementa el riesgo de desarrollar una serie de enfermedades
oportunistas caracteristicas de esta etapa que se conocen como: enfermedades marcadoras
de SIDA (69, 87).

I1.11. Epidemiologia.

Mas de 37,9 millones de personas vivian con VIH-1 en el mundo, a finales del afio 2018, de
ellas 1,7 millones eran nuevas infecciones y 770 mil personas murieron por enfermedades
relacionadas con el SIDA (89). Los datos epidemioldgicos mas recientes indican que la
propagacion del VIH a nivel mundial alcanz6 su punto maximo en el afio 1996, afio en el
que se contrajeron 3,5 millones de nuevas infecciones por el VIH. En consistencia con el
periodo prolongado que transcurre entre la seroconversion de VIH negativo a VIH positivo
y la enfermedad sintomatica, la mortalidad anual relacionada con el VIH alcanz6 su punto
maximo en el 2004, afio en el que se registraron 2,2 millones [1,9 millones—2,6 millones]

de defunciones (www.unaids.org).

Las estimaciones epidemioldgicas actuales reflejan la mejora constante de los sistemas
nacionales de vigilancia del VIH y de la metodologia de estimacion. Las mejoras en los
sistemas de vigilancia e informacion del VIH aportan un cuadro més claro y confiable de la

epidemia a nivel nacional, regional y mundial (www.unaids.org). La epidemia parece

haberse estabilizado en la mayoria de las regiones, aunque en Europa Oriental, Asia Central
y otras partes de Asia, la prevalencia continia en aumento. Africa Subsahariana aun es la
region mas afectada en la epidemia mundial y representa el 71% de todas las nuevas
infecciones por el VIH en 2008. En todas las regiones las diferencias son obvias, y aunque
la incidencia regional y global del VIH permanece estable, algunas epidemias nacionales
contintan creciendo como es el caso de Cuba (www.unaids.org).

I1.12. Epidemiologia en Cuba

Desde 1986 hasta el cierre del afio 2018 habian 31 264 personas infectadas con VIH-1 en
Cuba, alrededor de 2 200 son nuevos diagndsticos y el 86% estaban recibiendo la
TARVAE. La prevalencia hasta la fecha es de 0,2%, la transmision sexual es el factor de
riesgo mas frecuente y a ella corresponde el 99% de los casos descritos. La transmision

vertical, parenteral y la exposicion ocupacional, constituyen otras causas de infeccion, con
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mucha menor incidencia. El mayor nimero de casos son del sexo masculino, los que
constituyen el 80 % de los casos y los hombres que tienen sexo con otros hombres (HSH)
constituyen el 86%. La mayor incidencia de casos se reportan en individuos con edades
entre los 15 y 49 afios, segun datos del Programa Nacional de Prevencion y Control de las
Infecciones de Transmision Sexual VIH/SIDA del MINSAP (90).

Aunque la incidencia del VIH-1 en Cuba es baja, la epidemia se caracteriza por una
diversidad genética viral inusualmente alta (15, 21). Los diferentes estudios realizados de la
epidemia cubana han identificado los subtipos B, C, G, H, formas recombinantes
circulantes BG (FRC20 BG, FRC23 BG y FRC24 BG) y dos FRC complejas: la
FRCI18 cpx y la FRC19 cpx, que también se conocen como FRC cubanas. Algunos de
estos subtipos fueron adquiridos en Africa en la década del 70 y del 80 (13, 20). El subtipo
B representa s6lo un tercio de la epidemia cubana, mientras que los recombinantes BG y la
FRC19 cpx se estan expandiendo actualmente en Cuba (12, 91).

I1.13. Terapia antirretroviral.

La TARVAE cambi6 la historia natural de la infecciéon por VIH/SIDA, al retardar la
evolucion de la enfermedad y mejorar la calidad de vida de los individuos infectados. La
infeccion por VIH-1 dejo de ser una enfermedad mortal a corto plazo para convertirse en
una enfermedad cronica que puede tratarse (92).

En teoria, todas las etapas de la replicacion del VIH pueden inhibirse. Los ARVs
disponibles en la actualidad se agrupan en cinco clases o familias: inhibidores de la
transcriptasa inversa analogos de nucledsidos y nucledtidos (ITIANs), inhibidores de la
transcriptasa inversa no analogos de nucledsidos (ITINANSs), inhibidores de proteasa (IPs),
inhibidores de la integrasa (IInt) y los bloqueadores de la entrada (92, 93). (Tabla 1).

El desarrollo de la TARVAE disminuye, de forma significativa, la morbi-mortalidad
asociada a la infeccion por VIH-1, reduce la CV a niveles indetectables y restaura el
sistema inmune lo que se evidencia por el aumento del conteo de linfocitos T CD4+ (94).
En el afio 1987, con el empleo de AZT, un inhibidor de la TI, se inici6 el uso de la
TARVAE. Este medicamento, utilizado como monoterapia, brindé resultados muy
alentadores en esos primeros afios (95, 96). Posteriormente, continuaron sintetizandose
otros compuestos de esta familia como la Didanosina (ddl) y Estavudina (d4T) (97) y se

demostro que el empleo de dos ARVs era mucho mas efectivo que la monoterapia (98).
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Tabla 1. Medicamentos ARVs aprobadas para uso clinico y sus mecanismos de accion.

Clase.

Mecanismo de accion.

Farmaco (Abreviatura)

1) ITIANs

El blanco es la transcriptasa inversa del
VIH. Act@ian como sustratos alternativos.
Son considerados terminadores de cadena
que compiten con los nucledsidos
fisiologicos en su incorporacion a la cadena
creciente de ADN proviral. Difieren de ellos
solo por una pequefia modificacion en la
molécula de ribosa. Interrumpen la sintesis
del ADN al ser incorporados durante la
transcripciébn reversa y requieren una
fosforilacion previa para activarse, son pro-
drogas que deben ser convertidas en su
forma trifosfatada por una enzima del
hospedero celular (8).

* Zidovudina (AZT)

* Estavudina (d4T)

* Didanosina (ddI)

* Abacavir (ABC)

* Tenofovir (TDF)

* Lamivudina (3TC)

* Emtricitabina (FTC)

2) ITINANSs

Se unen al bolsillo hidrofébico en la enzima
transcriptasa inversa, cercano al sitio activo.
Inhiben alostéricamente la replicacion del
VIH, bloqueando el sitio de union de la TI.

* Nevirapina (NVP)
* Efavirenz (EFV)

* Delavirdina (DLV)
* Etravirina (ETR)

* Doravirina (DOR)
* Rilpivirina (RPV)

3) IPs

Conducen a la liberaciéon de particulas
virales incapaces de infectar células nuevas
ya que se unen al sitio activo de la proteasa
del VIH, lo que evita el corte proteolitico y
la maduracion.

* Indinavir (IDV)

* Saquinavir (SQV)

* Atazanavir (ATV)

* Fosamprenavir (FPV)
* Lopinavir (LPV)

* Tipranavir (TPV)

* Darunavir (DRV)

/r: Todos los IP deben
ser potenciados con
ritonavir (RTV)

4) Bloqueadores
de la entrada

Inhibidores de Fusion: Inhiben el cambio
conformacional de gp41, necesario para la
fusion del virus con la célula hospedera.
Antagonistas de correceptores: Compiten
con el correceptor CCRS, bloqueando su
sitio de union a la gp120.

« Enfuvirtida (T20)

* Maraviroc (MVC)

5) IInt

Actian en el proceso de integracion,
especificamente durante la transferencia del
ADN proviral al cromosoma de la célula
hospedera. También se les conoce como
inhibidores de la transferencia de cadena.

* Raltegravir (RAL)

* Elvitegravir (EVG)
* Dolutegravir (DTGQG)
* Bictegravir (BIC)

Abreviaturas: ITIANs: Inhibidores de la transcriptasa inversa andlogos de nucleosidos,
ITINANS: Inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucleo6sidos, IP: Inhibidores
de la proteasa, IInt: Inhibidores de la integrasa.
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En el ano 1995 se aprobaron los IPs, una clase de medicamentos completamente nueva, y
que revolucionaron el tratamiento de la infeccion por el VIH. El Saquinavir (SQV) fue el
primer IP descrito; seguido del Indinavir (IDV) y del Ritonavir (99). A partir de ese
momento se publican los primeros resultados del empleo de la TARVAE, la cual consiste
en la combinacién de al menos tres ARVs que pertenecen o no a la misma familia de
medicamentos (100). Los regimenes clasicos de TARVAE incluyen dos analogos de
nucledsidos como tratamiento de primera linea (101).

I1.14. Nuevos medicamentos antirretrovirales.

Se conocen como nuevos medicamentos ARVs a un grupo de medicamentos que utilizan
mecanismos novedosos de inhibicion de la replicacion del VIH (93). Hasta la fecha se
aprobaron para su uso en humanos:

e Bloqueadores de la entrada: Se nombran en relaciéon con la etapa que afectan (102,

103).

v" Inhibidor de la fusion: El T-20 (Enfuvirtide) es el prototipo de esta familia (104). Es
un péptido sintético que inhibe el cambio conformacional de la gp41, necesario para
la fusion del virus con la célula hospedera. Estd compuesto por 36 aminoacidos, y
debe ser administrado mediante una inyeccion subcutanea debido a su tamafio
grande (105).

v' Antagonista de los correceptores. El Maraviroc es el prototipo de esta familia.
Presenta actividad antiviral solo frente a virus RS5-tropicos que utilizan el
correceptor CCRS para entrar en la célula (106). Es por eso que su prescripcion
requiere de un estudio previo del tropismo viral para excluir la presencia de virus
X4-tropicos en la muestra del paciente infectado (107).

e Inhibidores de la integrasa: Se unen al sitio activo de la integrasa y bloquean la
transferencia de cadena durante la integracion de ADN proviral al ADN celular, que es

un paso esencial en el ciclo de replicacion del VIH (108).

v' Raltegravir (RAL): Es el primer medicamento de esta familia, aprobado para el uso
en humanos (109, 110).

v' Elvitegravir Se plantea que es mas potente que RAL (111). Sin embargo, se ha

reportado que produce toxicidad inespecifica en células no infectadas(112).
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v" Dolutegravir (DTG): Es el primer inhibidor de la integrasa de segunda generacion.
La OMS recomienda su utilizacion como el inhibidor potente de la integrasa, tiene
una barrera genética alta frente a la seleccion de la farmaco-resistencia (113, 114).
El DTG es cada vez mas asequible y esta disponible en muchos paises de ingresos
bajos y medianos. Los paises con niveles altos de resistencia a los ITINAN,
superiores al 10%, pueden darle prioridad a su utilizacion antes del tratamiento
(115, 116).

v' Bictegravir (BIC): Es el ultimo inhibior de la integrasa desarrollado y aprobado por
la FDA, tiene una barrera genética elevada. Tanto el BIC como el DTG son
recomendados por las guias de tratamiento para su utilizacion como terapia de
primera linea en combinacion con dos ITIAN (117, 118).

I1.15. Fallo a la terapia ARV:

El fallo a la TARAE es resultado de una o mas de las siguientes fallas.

v’ Fallo virologico: Puede estar dada por una o mas de las siguientes situaciones (226):

0 Mas de 400 copias /ml de CV a las 24 semanas de TARVAE.

0 Mas de 50 copias /ml de CV después de 48 semanas de TARVAE.

0 Carga viral mayor de 400 copias/ml en dos determinaciones consecutivas
después de haber logrado la supresion de la viremia. (“Rebote virologico™).

v Fallo inmunolégico: Se define como falla inmunoldgica, al incremento inferior a 25-
50 céls/mm3 por encima del CD4 basal, después de un afio de tratamiento, o
disminucion por debajo del nivel basal estando en tratamiento (226).

v" Fallo clinico: Se define como falla clinica, a la ocurrencia o recurrencia de eventos
relacionados al VIH, después de por lo menos tres meses de TARVAE, excluyendo el
sindrome de reconstitucion inmune (226).

Criterio para considerar respuesta correcta a la terapia: Cuando la CV en plasma es

menor de 50/20 copias/mL a las 16-24 semanas. Estos pacientes tienen respuesta virologica

al mes (disminucién mayor que lloglO/mL) y a las 12-16 semanas tienen una CV

plasmatica indetectables por la técnicas convencionales (231).

I1.16. Resistencia viral a la terapia.
El desarrollo de cepas resistentes de VIH es una de las principales razones para el fallo de

la TARVAE. La resistencia puede ser adquirida a través de la presion ejercida por el

21



medicamento (resistencia adquirida) o transmitida de una persona a otra (resistencia
transmitida). Los virus resistentes de manera natural son poco frecuentes, por lo que
raramente se encuentran en pacientes no tratados ya que la mayoria de la resistencia son no
polimorficas (1). Las mutaciones que confieren resistencia ocurren en los genes que
codifican para las enzimas que son blancos de la terapia. Comprender los principios basicos
de la resistencia a los medicamentos permite guiar a los médicos en la toma de decisiones
clinicas individuales y en el desarrollo de guias para el tratamiento con los ARVs (8, 119).
Segun el nimero de las mutaciones que se necesitan para el desarrollo de resistencia alta a
un medicamento existen ARVs con barrera genética baja o alta. Para un medicamento con
barrera genética baja basta con una mutacion para que el virus desarrolle resistencia alta a
un farmaco; como sucede con la NVP, el efavirenz (EFV) y la 3TC (120). Los ARVs con
alta barrera genética requieren de la acumulacion de tres o mas mutaciones para que se
produzca un alto grado de resistencia (121, 122).
Las resistencias pueden ser, ademads, clasificadas como primarias o secundarias. Las
primeras se presentan en pacientes que nunca recibieron tratamiento antiviral, como por
ejemplo la resistencia transmitida. Las segundas son las que se detectan en pacientes
tratados, igualmente llamadas resistencias adquiridas (123).
En ocasiones, las mutaciones que se seleccionan como respuesta al tratamiento con un
farmaco confieren pérdida de sensibilidad a otros ARVs de la misma familia y se conocen
como mutaciones que causan resistencia cruzada.
Cuando se produce un cimulo grande de mutaciones de resistencia a multiples ARVs se
limita el nimero de alternativas de regimenes terapéuticos, el éxito virologico de terapias
siguientes y la solucion de las llamadas “terapias de rescate” puede ser solo transitoria
(124).
I1.16.1. Resistencia a los inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de
nucleodsidos/nucleotidos.
Existen dos mecanismos de resistencia asociados a los ITIANs:
e Mutaciones discriminatorias: permiten a la TI diferenciar entre el dideoxi-sintético y el
natural, evitando la incorporacion del ITIAN a la cadena de ADN viral que se esta

formando (M184V) (125, 126).
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¢ Pirofosfolisis: las mutaciones que se desarrollan permiten la eliminacion del trifosfato
sintético que se adiciona a la cadena del ADN viral en formacion. Las mutaciones que
desencadenan este mecanismo se conocen como mutaciones asociadas a los analogos de

timidina (TAMs, siglas del inglés, timidine associated mutations); porque se presentan

en pacientes tratados con compuestos como la AZT y el d4T (M41L, D67N, K70R,
L210W, T215Y y K219Q)(8).

Existen dos mutaciones poco frecuentes que estan asociadas con niveles altos de resistencia
cruzada a los ITIANs: T69ins (insercion de dos aminoacidos en el codon 69), y la Q151M.
La insercion 69 ocurre exclusivamente en combinacion con multiples TAMs y en este
contexto, causa los altos niveles de resistencia a todos los ITTANs (8).

I1.16.2. Resistencia a los inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de
nucleosidos.

Casi todas las mutaciones de resistencia a los ITINAN estan dentro o adyacentes al bolsillo
hidrofobico cercano al sitio activo de la TI.

Los ITINANS tienen baja barrera genética de resistencia. La NVP generalmente requiere de
una sola mutacion, el EFV de una o dos mutaciones, y la ETR de dos o mas.

Entre los no analogos existe un alto nivel de resistencia cruzada, debido a dos mecanismos:
(I) la mayoria de las mutaciones de resistencia a los ITINAN reducen la susceptibilidad a
dos o mas ITINANSs; y (II) la baja barrera genética de la resistencia ITINAN hace que
emerjan in vivo multiples linajes virales resistentes independientes, aun cuando ellas no
sean detectadas por los ensayos de resistencia (127).

I1.16.3. Resistencia a los inhibidores de la proteasa

La resistencia se desarrolla lentamente porque se debe a la acumulacion de muchas
mutaciones (121). Hay dos tipos de mutaciones: primarias y secundarias. Las mutaciones
primarias se localizan en el sitio activo de la proteasa y disminuyen la afinidad del farmaco
por la enzima. Las mutaciones secundarias no se localizan en el sitio activo y lo usual es
que aparezcan después de producirse las mutaciones primarias. Estas mutaciones
compensan la reduccion de la actividad de la proteasa que ocasionan las mutaciones
primarias y se conocen también como mutaciones accesorias (128). Las mutaciones

primarias son: D30N, V32I, M46IL, G48VM, IS0VL, IS4VTALM, L76V, V82ATFS,
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184V, N88S y L90M. Las mutaciones primarias se conocen también como principales
porque todas ellas causan niveles altos de resistencia a un IP (8).

I1.16.4. Resistencia a los antagonistas de los correceptores (CCRS).

Se proponen los siguientes mecanismos de resistencia: 1) cambio de tropismo (utilizacion
de CXCR4 en lugar de CCRS para la entrada), 2) aumento de afinidad por el correceptor
CCRS, 3) utilizacién del correceptor aun en presencia de su agonista natural, y 4)
incremento en la entrada de virus a la célula (129).

La causa mas comun para el fallo de la terapia con antagonistas de los correceptores es la
emergencia de variantes virales minoritarias que utilicen el receptor CXCR4 (130). La
mayoria de las mutaciones se presentan en la region del bucle V3 y en las regiones V2, C3,
y V4 de la gp120, asi como también en la gp41 (131). Se conocen un grupo de mutaciones
presentes en CCRS que afectan ligeramente la capacidad de CCRS de unirse a su ligando o
la del virus para utilizar esta molécula como correceptor (132, 133).

Se describe que mutaciones en la posicion 13 del bucle V3 -como reemplazos de prolina o
treonina por histidina- juegan un papel importante en la resistencia a MVC. Algunos
estudios sefialan que la resistencia puede ocasionarse por mutaciones ubicadas fuera del
bucle V3. Sin embargo, otros estudios plantean que las mutaciones en V3 por si solas son
capaces de conferir una resistencia completa (102). Los cambios en V3 ocurren
fundamentalmente entre las posiciones 11 y 26. Se observan inserciones entre las
posiciones 15 y 16, 24 y 25 y deleciones en la posicion 18. En general, el perfil de
resistencia a Maraviroc es complejo y los datos disponibles se corresponden con un niimero
reducido de pacientes de los ensayos clinicos realizados (134).

I1.16.5. Resistencia a los inhibidores de la integrasa.

La resistencia del VIH a los inhibidores de la integrasa (INI) es de tipo competitiva y se
desarrolla mediante mutaciones en el centro activo de la IN que interrumpen las
interacciones de la enzima con el ARV (135). En los estudios in vitro se identificaron mas
de 69 mutaciones asociadas a resistencia dentro de la region de la integrasa. En los ensayos
clinicos BENCHMRK (136), asi como en la experiencia clinica hasta la fecha, se
encontraron principalmente tres patrones de resistencia independientes, caracterizados por

la seleccion de una mutacion primaria normalmente acompanada de algunas secundarias o
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compensatorias: la N155H + L74M, E92Q, T97A, V1511, G163R; la QI148K/R/H +
G140S/A, E138K y la Y143R/C + L74A/1, T97A, 1203M, S230R (137).

Existe resistencia cruzada entre los inhibidores de la integrasa. Debido a la escasa
experiencia clinica que todavia se tiene, no esta clara la influencia que pueda ejercer cada
una de las mutaciones sobre la susceptibilidad. Sin embargo, se identificaron las siguientes
combinaciones de las mutaciones que confieren resistencia cruzada: E92Q + NI55H,
T66A; N155H + T661 y Q148R/H/K + E138K, G140C/S, S147G (138).

Los estudios VIKING y SAILOR identificaron otras mutaciones que se asocian con la
resistencia al dolutgravir y que limitan la eficacia de la terapia: R263K, V151V/I, R263K,
E138A/T, Y143H y E157E/Q (139, 140). Resulta muy interesante que la mutacion R263K
no se produce en el centro activo de la enzima, sino que se localiza en el extremo C
terminal de la IN y produce resistencia mediante un mecanismo que todavia no se conoce
(141).

I1.17. Ensayos genotipicos para la determinacion de la resistencia del VIH-1 a los
antirretrovirales

Detectan mutaciones de resistencia en las enzimas que son blancos de la TARVAE. Las
pruebas genotipicas se emplean con mas frecuencia que las fenotipicas debido a cuestan
menos, requieren menos tiempo para su realizacion y son mdas potentes para detectar la
resistencia desarrollada (8) y se basan en el analisis del genoma. Las técnicas que utilizan la
secuenciacion detectan todas las mutaciones presentes en las regiones del genoma del VIH-
1 que codifican para los blancos de la TARVAE (142).

La sensibilidad de las pruebas de resistencia genotipica fluctiian en un rango de 100 a 1 000
copias de ARN en plasma por mL del VIH-1, dependiendo de la prueba utilizada (8).

La literatura describe la existencia de una correlacion entre la presencia de mutaciones que
confieren resistencia y la pérdida de la eficacia antiviral, lo que permite considerarlas un
marcador precoz de fallo terapéutico, ain antes de que ocurra una elevacion de la carga
viral (126).

Las mutaciones se reportan utilizando un patron en el cual cada mutacion es denotada por
el codigo de una letra para el aminodcido de referencia de tipo salvaje, seguido por la
posicion del aminoacido, y por el codigo de una letra para el aminoacido mutado que se

encontrd en la secuencia estudiada (8).
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El conjunto de mutaciones en la secuencia se examina para identificar aquellas mutaciones
conocidas que se asocian con una disminucion de la susceptibilidad a la TARVAE. Este
proceso se realiza mediante sistemas automatizados de interpretacion de la resistencia
genotipica. Existen alrededor de diez sistemas de interpretacion que se utilizan
comunmente, aproximadamente la mitad estan disponibles sin costo en Internet.

Muchas mutaciones no causan resistencia por si mismas, pero indican la presencia de la
presion selectiva de la droga y sugieren que la poblacion viral presente en el paciente esta
evolucionando hacia la resistencia (8).

Las pruebas de resistencia son de gran importancia en el manejo y seguimiento de la
TARVAE, aunque la falla del tratamiento requiere de la consideracion de otros factores
causales. Es necesario enfatizar que s6lo los médicos con experiencia en el tratamiento del
VIH deberian iniciar, interrumpir o cambiar la TARVAE vy hacerlo, teniendo en cuenta, la
situacion clinica y el contexto psicosocial del paciente, ademds del resultado bien
interpretado de las pruebas de resistencia (219).

Otro aspecto a tener en cuenta para el disefio de nuevas estrategias terapéuticas es el
conocimiento de la variabilidad genética del VIH-1 que incide en la exactitud de las
pruebas diagnoésticas, la determinacion de la carga viral y los ensayos genotipicos de
resistencia del VIH-1 a la TARVAE. Ademas, la susceptibilidad de los diferentes subtipos
del VIH-1 a los ARVs es objeto de mucha atencion, incrementdndose mundialmente, cada
vez mas, las investigaciones de secuenciacion de subtipos no- B.

I1.17.1. Plan de accion mundial 2017-2021 sobre la farmaco-resistencia del VIH.
La OMS durante su 69 Asamblea Mundial de la Salud, en el afio 2017, plante6 poner fin a
la epidemia de SIDA para el afio 2030. Para lograr este objetivo propuso que en el afo
2020, el 90% de las personas que vivan con el VIH conozcan su estado serologico, que el
90% de las personas diagnosticadas con el VIH reciban la TARVAE continuada y que el
90% de las personas que reciben la TARVAE tengan supresion viral. Cuando se alcance el
triple objetivo 90-90-90, el 72,9% de las personas que viven con el VIH en todo el mundo
tendran supresion viral (143, 144).

Los ensayos genotipicos de resistencia son imprescindibles para que se logre la supresion
viral de las personas bajo TARVAE. Estos ensayos permiten guiar de manera efectiva la

terapia del paciente y fortalecer la vigilancia de la resistencia a los ARVs en los paises,
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teniendo una gran influencia en las estrategias de tratamiento que permitan que la
TARVAE sea optima (119).

A partir del compromiso de los paises de cumplir la estrategia 90-90-90 para el afio 2020 y
del compromiso global de detener la epidemia de SIDA para el afio 2030, la OMS trazo el
Plan de Accion Global (PAG) sobre la resistencia del VIH a los ARVs en el afio 2017. La
meta de este plan de accion es articular las medidas necesarias para evitar que la resistencia
del VIH-1 a los medicamentos menoscabe los esfuerzos realizados para alcanzar los
objetivos mundiales en cuanto a la salud y el VIH. Ademads, proporcionar el tratamiento
mas eficaz a todas las personas infectadas, incluidos los adultos, los grupos de poblacion
clave, las mujeres durante el embarazo y la lactancia, los nifios y los adolescentes (145,
146).

El plan de accion mundial tiene cinco objetivos estratégicos:

1. Prevencion y respuesta, que propone implementar intervenciones de alto impacto
para prevenir y responder a la resistencia del VIH-1 a los ARVs.

2. Seguimiento y vigilancia, que pretende el monitoreo y la vigilancia adecuada de la
resistencia para obtener datos de calidad en estudios periddicos y expandir las
pruebas de CV.

3. Investigacion e innovacion, que aborda la promocién de investigaciones
innovadoras que tengan un impacto en minimizar la resistencia.

4. Capacidad de laboratorio, que pretende incrementar la disponibilidad de las pruebas
de CV y optimizar el monitoreo de la resistencia.

5. Gobernanza y mecanismos facilitadores, que va dirigido a asegurar el
empoderamiento de los paises, la accion coordinada y los fondos sostenibles para

apoyar las acciones de la prevencion de la resistencia.

La resistencia del VIH a los ARVs se asocia a una mala evolucion clinica y a una reduccion
de la efectividad de los ARVs. A medida que se continue ampliando la cobertura del
tratamiento para el VIH, la comunidad mundial deberd estar atenta al surgimiento de la
resistencia y a la urgente necesidad de proteger la efectividad de los ARVs que existen
actualmente y de los nuevos que se introduzcan. Todos los ARVs actuales, incluidos los de
las clases més nuevas, corren el riesgo de convertirse en parcialmente activos o plenamente

inactivos, como consecuencia de la aparicion de resistencia (147).
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La resistencia del VIH a los ARVs se clasifica en tres categorias, segiin el nuevo PAG y en
dependencia del momento de adquisicion (143, 147, 148):
. Resistencia Adquirida (RA): aparece cuando surgen mutaciones del VIH como
consecuencia de la replicacion viral en las personas que reciben ARVs.
. Resistencia Transmitida (RT): Se detecta en personas que no tratadas anteriormente
con ARVs y que no tienen antecedentes de exposicion a dichos medicamentos y que sufren
una infeccion por un virus que tiene las mutaciones de fArmaco-resistencia.
. Resistencia Previa al Tratamiento (RPT): Se detecta en personas no tratadas
anteriormente con ARVs que inician una TARVAE, o en personas con una o varias
exposiciones previas a ARVs que inician o reinician un TAR de primera linea. La RPT es
una farmaco-resistencia transmitida, adquirida o de ambos tipos:
a) transmitida en el momento de la infeccion (RT).
b) adquirida como consecuencia de una o varias exposiciones previas a medicamentos
ARVs sin haberse producido fallo viroldogico documentado (RA). Puede ocurrir en el
caso de las mujeres expuestas a ARVs para la prevencion de la transmision materno-
infantil (PTMI) del VIH, en personas que recibieron una profilaxis previa a la
exposicion (PrEP), o en personas que reinician un TAR de primera linea después de un
periodo de interrupcion del tratamiento.
La prevalencia alta de resistencia del VIH a los ARVs deteriora la respuesta de la salud
publica al tratamiento de la infeccion por el VIH y obstaculiza el logro de la meta mundial
de poner fin a la epidemia de SIDA. En el informe de la OMS del afio 2017 sobre la
resistencia del VIH a los ARVs se pone de manifiesto el aumento constante de la
prevalencia de la resistencia desde el afio 2001 en las personas que inician la TARVAE de
primera linea (143, 147, 148).
Los resultados de los estudios aleatorios controlados realizados hasta la fecha demuestran
que el elemento que mas repercute en la disminucion de la incidencia de nuevas infecciones
por VIH es la TARVAE (149). Los estudios PARTNER y HPTN describieron la no
transmision del VIH en parejas homosexuales o heterosexuales sero-discordantes, tras
mantener relaciones sexuales cuando la persona que vive con el VIH se encuentra bajo

TARVAE y tiene supresion viral (150, 151).
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III. MATERIALES Y METODOS

II1.1. Diseiio del estudio.

Se realizd6 un estudio observacional descriptivo de corte transversal para determinar el
subtipo viral y las mutaciones asociadas a la resistencia a los ARVs en muestras
procedentes de individuos cubanos seropositivos al VIH-1. El estudio se realizo entre abril
del afio 2009 y diciembre del 2014 en el Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri"
(IPK, La Habana, Cuba).

III.2. Criterios de inclusion y de exclusion.

Los médicos de asistencia incluyeron a todos los pacientes tratados que evidenciaron fallo
terapéutico y a todos los individuos no tratados con evolucion clinica atipica. Se basaron en
los criterios virologicos, inmunoldgicos y clinicos que justificaron dicha clasificacion. Se
excluyeron los pacientes que no tenian datos clinicos recientes al momento de solicitar la
prueba de resistencia, aquellos que sus muestras no se extrajeron o conservaron
adecuadamente y los diagnosticados con VIH-2 o co-infeccion VIH-1/VIH-2. I11.3.
Evaluacion de un ensayo genotipico in-house para la determinacion de la
variante genética de VIH-1 y la resistencia a los antirretrovirales en muestras de
pacientes cubanos.

I11.3.1.Muestras Clinicas.

Se confeccionaron cuatro paneles de muestras, las cuales se escogieron cuidadosamente, de
manera tal que la distribucion general de los subtipos virales de cada panel reflejara la
diversidad genética de la epidemia cubana de VIH-1. Ademads, se seleccionaron muestras de
plasma que mostraran un rango amplio de cargas virales y perfiles complejos de resistencia
alos ARVs.

Para determinar el LIA se seleccionaron 20 muestras de plasma de pacientes seropositivos
al VIH-1, cuyos subtipos o variantes genéticas se conocian y que estaban conservadas en el
Laboratorio de ITS del Departamento de Virologia del IPK. Se incluyeron dos muestras del
subtipo A, cuatro del B, cuatro del C, cuatro de la FRC18_ cpx, cuatro de la FRC19 cpx y
dos recombinantes BG.

Para evaluar la fidelidad (sensibilidad y especificidad) del ensayo, se utilizd un panel
externo constituido por 14 muestras de plasma de pacientes infectados con VIH-1. El

Hospital Universitario de Lovaina (Bélgica) dono el panel, que incluyd dos muestras del
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subtipo A, cuatro del B, una del C, una del D, una del G, una del H, una de la FRC02 AGYy
tres de FRU. Las muestras tenian cargas virales en el rango de 692 a 263 027 copias de
ARN/mL y maltiples patrones de resistencia que incluian mezclas de nucleotidos en
posiciones asociadas a resistencia a los ARVs. Estas muestras fueron clasificadas mediante

el ensayo ViroSeq HIV-1 genotyping system version 2.0 (Celera, Alameda, CA, USA;

Abbott Molecular, Wavre, Belgium).

Para determinar la precision (repetitividad y reproducibilidad) del ensayo, se utilizaron dos
paneles, de cinco muestras cada uno, que consistieron en muestras de plasma de pacientes
infectados con VIH-1 con multiples patrones de resistencia y varios subtipos. Dichas
muestras se conservaron en el Laboratorio de ITS del Departamento de Virologia del IPK.
Se incluyeron dos muestras del subtipo B, dos del C, dos de la FRC18 cpx, una de la
FRC19 cpx, una de la FRC20 BG y dos de la FRC24 BG.

Para evaluar la aplicacion del ensayo “in-house” en muestras clinicas, se utilizaron 380
muestras de plasma de todos los pacientes infectados con VIH-1 que asistieron al IPK entre
abril del ano 2009 y septiembre del 2011 con indicacion de una prueba de resistencia. Se
utilizaron una o dos muestras de un mismo paciente, en dependencia de su respuesta a la
TARVAE después de realizarse el cambio de tratamiento basado en los resultados de las
pruebas de resistencia. Se incluyeron 92 muestras de plasma de 88 pacientes no tratados,
220 de 196 pacientes con fallo a la TARVAE y 68 muestras de igual numero de pacientes
con historial terapéutico desconocido.

I11.3.2. Ensayo in-house para la determinacion del genotipo.

I11.3.2.1 Disefio de los cebadores.

Los cebadores de la reaccion en cadena de la polimerasa (RCP) y de la secuenciacion
nucleotidica se disefiaron utilizando un alineamiento del gen gag-pol de las variantes del

VIH-1 del grupo M disponibles en la base de datos de Los Alamos (www.hiv.lanl.gov).

Ademas, se tuvo en cuenta la variabilidad genética alta del VIH-1 que se reportd en
estudios anteriores en Cuba y la ausencia de codones asociados a resistencia. Por tltimo, se
considero el promedio de la longitud de los fragmentos de secuencia que se obtienen con el

secuenciador automatico disponible en el IPK (CEQ 8800 Genetic Analysis System

(Analis, Namen, Belgium)). Se incluyeron en el alineamiento las secuencias de todas las

variantes disponibles de las formas recombinantes mas frecuentes en Cuba: FRC18 cpx,

30



FRC19 cpx, FRC(20,23,24) BG (15). Ademads, los cebadores se evaluaron utilizando la

herramienta informatica OLIGO software (Medprobe, Oslo, Norway) y se modificaron en

los casos en que fue necesario. Se sintetizaron por la compaiiia Life Technologies (Gent,

Belgium) (Tabla 2).

Tabla 2. Cebadores disenados para la amplificacion y secuenciacion de la proteasa y la
transcriptasa inversa del VIH-1.

Cebador Secuencia 5°-3° Posicion® Direccion Descripcion
AV159* GGGGTTAAATAAAATAGTAAG 1593 Sentido Amplificacién
AV192 AATTGTTTTACATCATTAGTGTG 3630 Antisentido Amplificacion

AV190 GCTACACTAGAAGAAATGATGAC 1810 Sentido Amplificacion

AV191 CTTGATAAATTTGATATGTCCATTG 3555 Antisentido Amplificacion

KVL162 TTCCCTCARATCACTCTTTGGCA 2250 Sentido Secuenciacion

KVL164 ACCAGTAAAAYTRAARCCAGGAATG 2573 Sentido Secuenciacion

KVL163 CACAGGGATGGAAAGGRTCACC 2998 Sentido Secuenciacion

KVL177 AARGAMAGCTGGACTGTCAATGA 3294 Sentido Secuenciacion

KVL165 GTRTTRTATGGATTTTCAGGCCCAA 2 698 Antisentido Secuenciacion

KVL176 TTGYTCTATGYTGCCCTATTTCTA 3127 Antisentido Secuenciacion

KVL178 CTATTAAGTCTTTTGATGGGTCATA 3 504 Antisentido Secuenciacion

? Posicion de acuerdo a la secuencia de la cepa HXB2 (Numero de acceso a GenBank
K03455). A: Adenina. T: Timina. G: Guanina. C: Citosina. R: Mezcla de Adenina y
Guanina. Y: Mezcla de Citosina y Timina. M: Mezcla de Adenina y Citosina. *Este
cebador se describid anteriormente por Van Laethem y cols en el afio 2006 (152).

I11.3.2.2 Extraccion del ARN.

La dilucion seriada del plasma en tampon fosfato salino o un mililitro de plasma se ultra-
centrifugd a 20 000 x g durante una hora a 4°C para precipitar las particulas virales. Se
descart6 el sobrenadante (860 uL), y los 140 pL restantes se utilizaron para disolver el
precipitado. Posteriormente, se realizo la extraccion del ARN de forma manual utilizando el
estuche comercial QIAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) y se siguid
el procedimiento indicado por el fabricante. La elucion del ARN extraido se realizd en 60
pL de tampdn de elucion y se almacend a -80 °C hasta su utilizacion.

I11.3.2.3 Amplificacion.

Se utilizaron diez microlitros del ARN extraido a los que se realiz6 una reaccion de
transcripcion reversa seguida de una amplificacion en un solo paso. Para esto, se utilizo el

sistema enzimatico SuperScript III One-Step RT-PCR System with Platinum Taq High

Fidelity kit (Life Technologies, Gent, Belgium). La mezcla de la reaccion estuvo
compuesta por: 25 uL del tampon 2X Reaction Mix (0,4 mM de cada ANTP y 2,4 mM de
MgSOa4), 0,5 pL del cebador AV159 a 20 uM, 0,5 pL del cebador AV192 (Tabla 2) a 20
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pM. A continuacion se adicionaron 8 pL de MgSOs a 5 mM, 1uL de SuperScript III
RT/Platinum Tag High Fidelity Enzyme Mix, 0,25 pl de Protector RNase Inhibitor

(Roche, Mannheim, Germany) a 40 U/uL y agua libre de nucleasas hasta un volumen final

de 40 pL.

La transcripcion reversa se realizé a 55°C por 30 minutos. Para la amplificacion se utilizo
un programa de ciclado de temperatura que comenz6 con una desnaturalizacion inicial a
94°C por dos minutos. Posteriormente se realizaron 40 ciclos de: desnaturalizacion a 94°C
por 15 segundos, hibridacion a 50°C por 30 segundos y extension a 68°C por dos minutos;
con una extension final a 68°C por cinco minutos. Como resultado de esta TR-RCP se
obtuvo un producto amplificado de 2 060 pb.

Se realizd6 una RCP anidada, para la cual se utilizé el sistema enzimatico Expand High

Fidelity PCR System (Roche, Mannheim, Germany). Este sistema tiene una enzima con

actividad exonucleasa 3'- 5’; por tanto, las mezclas se prepararon en dos tubos separados
para prevenir la degradacion de los cebadores y del ADN molde. Al primer tubo se
adicionaron 0,4 pL de cada ANTP a 25 mM, 1,25 pL del cebador AV190 (Tabla 2) a 20
uM, 1,25 puL del cebador AV191 (Tabla 2) a 20 uM y agua libre de nucleasas hasta un
volumen final de 23 pL. Al segundo tubo se afiadieron 5 pL del tampdén 10X Expand High
Fidelity Buffer, 6 uL de MgCl>» a 25 mM, 0,75 pL de la enzima Expand High Fidelity

Enzyme Mix a 3,5 U/uL y agua libre de nucleasas hasta un volumen final de 25 pL.
Posteriormente, se adicionaron dos microlitros del producto de la RCP externa al primer
tubo e inmediatamente antes de comenzar el programa de ciclado de la temperatura se
afiadieron los 25 pL de la segunda mezcla de la RCP a cada tubo de reaccion.

Para la RCP anidada se utilizd un programa de ciclado de temperatura que comenz6 con
una desnaturalizacion inicial de 95 °C durante dos minutos. A continuacion se realizaron 30
ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 30 segundos, hibridacion a 50 °C por 30 segundos y
extension a 68 °C por dos minutos; con una extension final a 68 °C por cinco minutos.
Como resultado de esta RCP anidada se obtuvo un fragmento interno de 1 770 pb.

Todos los programas de ciclado de temperatura se realizaron en un termociclador Doppio

Thermocycler (VWR, Leuven, Belgium).

Los productos de la amplificacion se separaron realizando una electroforesis horizontal en

un gel de agarosa al 1% en TBE 1X (0,4 M de Tris; 0,5 M de acido borico y 0,01 M de
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acido etilendiaminotetracético (EDTA)). Posteriormente se les realizd6 una tincidon con
bromuro de etidio y se visualizaron los productos con una lampara de luz ultravioleta en un

transiluminador (Analitikjena, Alemania).

111.3.2.4 Secuenciacion nucleotidica.

Los productos de la RCP se purificaron utilizando el estuche comercial QIAquick PCR

Purification Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) y se sigui6 el protocolo indicado por el

fabricante. La secuenciacion nucleotidica bidireccional se realizd a los productos
purificados de la RCP utilizando el estuche comercial Dye Terminator Cycle Sequencing

(DTCS) Quick Start Kit (Analis, Namen, Belgium).

Se realizaron siete reacciones separadas, cada una con un cebador diferente, con el
proposito de secuenciar un fragmento de 1 302 pb que codifica para los 99 aminoacidos de
la PR y los primeros 335 aminoacidos de la TI del VIH-1. Cada mezcla consistié en 1 pL
de los cebadores: KVL162, KVL163, KVL164, KVL165, KVL176, KVL177 o KVL178
(Tabla 2) a 5 uM, 8 uL de la mezcla principal de enzima Quick Start DTCS Master Mix, 5

nL del producto purificado de la RCP y 6 puL de agua libre de nucleasas, para completar un
volumen final de reaccion de 20 pL.

La reaccion de secuencia consistio de 50 ciclos de desnaturalizacion a 96 “C por 30
segundos, hibridacion a 50 °C por 20 segundos y extension a 60 °C por cuatro minutos.

Los productos de la secuenciacion se purificaron de acuerdo con el protocolo descrito en el

estuche comercial DTCS Quick Start Kit. Los fragmentos generados se separaron en un

secuenciador CEQ 8800 Genetic Analysis System (Analis, Namen, Belgium).

Los electroferogramas se visualizaron, y las secuencias se ensamblaron y se editaron
manualmente utilizando el programa informatico Sequencher version 4.10.1 (Gene Codes

Corporation, Ann Arbor, USA). La secuencia de la cepa HXB2 de VIH-1 del subtipo B se

utiliz6 como referencia (Numero de acceso al GenBank: K03455).
I11.1.2.4.1 Determinacion del subtipo.

La determinacion del subtipo viral se realizo utilizando la herramienta Rega subtyping tool

version 3 (153) y se confirmé mediante un analisis filogenético manual utilizando el
programa CLUSTAL-X y el método de union por vecindad en el programa MEGA version

5 (Kimura’s 2-parameter correction, bootstrap 1000) (154). La asignacion de las formas

recombinantes se realizé utilizando el programa Simplot version 2.5 (155).
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Se incluyeron como secuencias de referencia de subtipos puros (numero de acceso a
Genbank) las siguientes:

Subtipo: A (AMO000055, AM000053), B (AY037269, DQ383746, K03455), C (AY563170,
AY727522), D (K03454, M27323), F (DQ189088, AF077336), G (AF084936,
AY371121), H (AF190127, AF190128, AF005496), J (EF614151, AF082394, AF082395),
K (AJ249235, AJ249239).

Ademas, se incluyeron como secuencias de referencia de formas recombinantes:
(AF286236, AF457101), FRCO1_AE (AF197340, U51188), FRC02 AG (AY371122,
AY371123), FRCI18 cpx (AF377959, AY586541, AY894993, AY586540), FRC19 cpx
(AY588971, AY588970, AY894994), FRC20 BG (AY586545, AY586544), FRC23 BG
(AY900571, AY900572) y FRC24 BG (AY900574, AY900575).

I11.1.2.4.2 Determinacion de la resistencia a los medicamentos antirretrovirales.

Las posiciones aminoacidicas que se utilizan para vigilancia de las mutaciones de
resistencia a los ARVs se definieron de acuerdo a las mutaciones publicadas por Bennett y
cols. (156).

Las posiciones relacionadas con las mutaciones de resistencia a los ARVs se definieron
como los cambios aminoacidicos que se incluyen en los algoritmos de interpretacion de la
resistencia de las bases de datos Rega v9.1.0, ANRS 2013.09 y HIVDB v7.0, la
interpretacion de la resistencia a los medicamentos se llevo a cabo utilizando el sitio web de
Standford (http://sierra2.stanford.edu/sierra/serviet/JSierra?action=algSequencelnput).

I11.1.2.4.3 Control de Calidad.

Para chequear la contaminacién cruzada o la confusion de las muestras se incluyd un
control negativo en cada corrida de extraccion, amplificacion y secuenciacion. Ademas, se

comprobaron las secuencias utilizando el programa Calibrated Population Resistance tool

version 6.0 (http://cpr.stanford.edu/cpr.cgi) y se realizaron las reconstrucciones

filogenéticas de todas las secuencias generadas, que incluyeron los subtipos y las FRC del
VIH-1 contenidas en la version del 2008 de la base de datos de Los Alamos

(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/NEWALIGN/align.html). Las secuencias se

alinearon utilizando el programa Muscle en la plataforma MEGA version 5.0. Las

posiciones aminoacidicas que se utilizan para vigilancia de las mutaciones de resistencia a

los ARVs (156) se eliminaron del alineamiento para evitar los sesgos de la evolucion
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convergente (157). Se construy6 un arbol filogenético de maxima verosimilitud utilizando

el programa RAXML v7.8.1 (158) con el modelo de sustitucion nucleotidica GTR+r

(Anexo 4). Se evaluo6 la robustez de la topologia del arbol mediante un analisis de bootstrap
con 1 000 réplicas. La representacion grafica del arbol filogenético se trazé utilizando
FigTree v1.4.0.

I11.3.3. Evaluacion de la resolucion del ensayo in-house.

Para validar el ensayo genotipico in-house se utiliz6 la definicion general de resolucion
propuesta por Jenning y cols. del afio 2009. Se evaluaron las caracteristicas de resolucion
del ensayo, que consistieron en: determinacion del limite inferior de amplificacion (LIA),
evaluacion de la exactitud (fidelidad y precision) y se evalud la aplicacion del ensayo en
muestras clinicas(159).

I11.3.3.1 Determinacion del limite inferior de amplificacion.

Se definid el LIA como la mayor dilucién de la muestra en la cual el acido nucleico del
virus puede ser amplificado. Se utilizaron tres réplicas de 20 muestras de diferentes
subtipos y formas recombinantes frecuentes en Cuba. A las réplicas de las muestras de
plasma se les realizaron diluciones seriadas en base diez en tampon fosfato salino hasta
llegar a una carga viral tedrica inferior a 1 000 copias de ARN/mL. La extraccion y
amplificacion del ARN que contenian las diluciones seriadas se realizé utilizando el ensayo
in-house descrito en el Acapite I1I.1.

A la ultima dilucion seriada que se consider6 positiva se le realizo diluciones seriadas en
base dos, hasta alcanzarse una carga viral teodrica inferior a las 100 copias de ARN/mL. La
extraccion y amplificacion del ARN de cada dilucion también se realizo utilizando el
ensayo in-house descrito en el Acapite III.1.

El procedimiento se considerd exitoso si el producto amplificado podia visualizarse en un
gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio en transiluminador (Analitikjena, Alemania)
con una lampara de luz UV.

Se determiné la media del valor de la carga viral tedrica de las tres réplicas de cada muestra
que se utilizd. El LIA debia ser menor o igual a 1 000 copias de ARN/mL, que es el valor
de corte recomendado por la OMS para la realizacion de las pruebas de resistencia del VIH-

1 alos ARVs (160)
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I11.3.3.2 Evaluacion de la fidelidad del ensayo.

No existe un método de referencia para los ensayos genotipicos de resistencia del VIH-1 a
los ARVs. Por tanto, se evalud la fidelidad mediante la comparacion de los resultados
obtenidos utilizando el ensayo in-house con los que se obtuvieron con el ensayo ViroSeq

Genotyping System version 2.0.

Se determin6 la mediana del grado de identidad nucleotidica entre los resultados que se
obtuvieron por ambos ensayos y se calcularon la sensibilidad, la especificidad, el valor
predictivo positivo y el valor predictivo negativo, como medidas de la fidelidad. Para esto,
se definieron los conteos Verdaderos Positivos, Falsos Positivos, Verdaderos Negativos y
Falsos Negativos.

Verdaderos Positivos (VP): Se consideraron verdaderos positivos los cambios
aminoacidicos correspondientes a las mutaciones de resistencia (126, 156) que se
detectaron utilizando ambos ensayos genotipicos.

Falsos Positivos (FP): Se consideraron falsos positivos los cambios aminoacidicos
correspondientes a las mutaciones de resistencia (126, 156) que se detectaron utilizando el
ensayo genotipico “in-house” pero no se detectaron utilizando el ensayo genotipico
ViroSeq.

Verdaderos Negativos (VN): Se consideraron verdaderos negativos todas las posiciones
en las que no se detectaron mutaciones de resistencia (126, 156) mediante el ensayo
genotipico “in-house” y tampoco se detectaron mutaciones mediante el ensayo genotipico
ViroSeq.

Falsos Negativos (FN): Se consideraron falsos negativos los cambios aminoacidicos
correspondientes a las mutaciones de resistencia (126, 156) que se detectaron utilizando el
ensayo genotipico ViroSeq, pero no se detectaron utilizando el enzayo genotipico “in-
La sensibilidad se defini6 como la probabilidad de clasificar correctamente un cambio
aminoacidico como una mutacion de resistencia al utilizarse el ensayo genotipico “in-

house”. Se determino utilizando la siguiente formula matematica:

VP

Sensibilidad = VPFFN
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La especificidad se definid6 como la probabilidad de clasificar correctamente una posicion
aminoacidica en la que no se observaron mutaciones de resistencia mediante el ensayo

ViroSeq. La especificidad se calcul6 utilizando la siguiente formula matematica:

VN
VN + FP

Los valores predictivos positivo y negativo se utilizaron para medir la eficacia real del

Especificidad =

ensayo genotipico “‘in house”.

El valor predictivo positivo (VPP) se defini6 como la probabilidad de detectar una
mutacion de resistencia utilizando el ensayo genotipico “in-house” en las posiciones que se
detectaron mutaciones de resistencia utilizando el ensayo genotipico comercial ViroSeq. El

VPP se determind utilizando la siguiente férmula matematica:

VP
VP + FP

El valor predictivo negativo (VPN) se definié como la probabilidad de detectar la ausencia

Valor Predictivo Positivo =

de mutaciones de resistencia a los ARV utilizando el ensayo genotipico “in house” en las
posiciones que el ensayo comercial ViroSeq no detectd mutaciones. E1 VPN se calculo

utilizando la siguiente formula:
VN
VN + FN

El criterio de aceptacion para la fidelidad del ensayo genotipico “in-house” se establecio

Valor Predictivo Negativo =

como una concordancia nucleotidica igual o mayor al 95%. El criterio de aceptacion a nivel
aminoacidico se defini6 como una identidad mayor o igual al 99% en las posiciones
asociadas a mutaciones de resistencia a los ARVs, si no habia presencia de mezclas de
nucleotidos; y mayor o igual al 50% si en la secuencia de referencia estandar habia mezclas
de nucledtidos (161, 162).

111.3.3.3 Evaluacion de la precision del ensayo in-house.

Se evalu6 determinando la repetitividad y la reproducibilidad. El criterio de aceptacion para
la repetitividad y reproducibilidad se definié como una identidad nucleotidica >98% en mas
del 90% de las comparaciones (162, 163).

La repetitividad se determind mediante la realizacion del ensayo genotipico in-house a tres
réplicas de cinco muestras, por un solo técnico en una sola corrida. La reproducibilidad se

determin6d mediante la realizacion del ensayo genotipico in-house a tres réplicas de otras

37



cinco muestras. Una réplica de cada muestra se analizd por un técnico en una corrida y las
otras dos se analizaron en otra corrida por un segundo técnico (el autor del presente
estudio).

El grado de identidad de la secuencia nucleotidica se defini6 como el porcentaje de
identidad nucleotidica resultante de la comparacion en pares de las secuencias nucleotidicas
y se determind utilizando la herramienta de alineamiento en pares EMBOSS

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss__ needle/nucleotide.html). Las posiciones de la

secuencia en las que se observaron mezclas de nucledtidos se consideraron discordantes
respecto a las no mostraban mezclas.

El grado de identidad aminoacidica se defini6 como el porcentaje de identidad
aminoacidica de una comparacion en pares de la secuencia de aminoacidos. El mismo se
determind en las posiciones asociadas a mutaciones de resistencia a los ARVs y en las
posiciones asociadas a mutaciones de vigilancia de la resistencia a los ARVs. Los calculos

se realizaron utilizando SeqScape version 2.6. Las mezclas de aminoacidos se consideraron

discordancias.

111.3.3.4 Evaluacion de la aplicacion del ensayo in-house en muestras clinicas.

Se determind la proporcion de muestras clinicas que se amplificaron con éxito y de ellas las
que pudieron ser secuenciadas utilizando el ensayo in-house. Se calcul6 el porcentaje de las
muestras de cada subtipo que pudieron ser secuenciadas y el nimero de nucleétidos de las
mismas.

I11.4. Evaluacion de la resistencia del VIH-1 a los ARVs en Cuba después de la
implementacion de los ensayos genotipicos de resistencia a los antirretrovirales.
I11.4.1. Muestras clinicas.

Se utilizaron muestras de todos los pacientes a quienes se les indico una prueba de
resistencia a los ARVs, como parte de su atencion clinica. Se analizaron muestras de
pacientes con fallo a la TARVAE y de individuos no tratados. En este estudio s6lo se
analiz6 una muestra por cada paciente y abarco todos los pacientes a quienes se le indicod

estudio de resistencia a los ARVs en el intervalo de tiempo que se mencion6 anteriormente.
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I11.4.2.Ensayo genotipico in-house de resistencia.

Para la determinacion del genotipo del VIH-1 presente en las muestras y la evaluacion de la
resistencia a los ARVs se llevd a cabo el mismo procedimiento evaluado en este trabajo,
Acépite I11.1.

I11.4.3. Analisis de los resultados.

111.4.3.1 Subtipo

El subtipo del VIH se determind utilizando la herramienta Rega version 3

(http://regatools.med.kuleuven.be/typing/v3/hiv/typingtool/) y se confirmdé por analisis

filogenético manual, utilizando el programa CLUSTAL-X y el método de unidon por

vecindad en la plataforma MEGA version 6 (correccion de dos parametros de Kimura,

bootstrap 1000) (164). La asignaciéon de las formas genéticas recombinantes se realizo

utilizando Simplot version 3.5.1. (155).

111.4.3.2 Resistencia en no tratados
La resistencia del VIH-1 a los ARV en las muestras de los pacientes no tratados se analizo

mediante la herramienta Calibrated Population Resistance (CPR) tool version 6.0

(http://cpr.stanford.edu/cpr.cgi) y se baso en la lista de las mutaciones para la vigilancia de

la resistencia a los medicamentos del 2009 elaborada por Bennett y cols. (156).
111.4.3.3 Resistencia en Tratados
La interpretacion de la resistencia del VIH-1 a los ARVs se llevd a cabo mediante el

algoritmo Rega version 9.1.0 (http://rega.kuleuven.be/cev/avd/software/rega-algorithm). El

nivel de resistencia a las clases de ARVs se calculé promediando el porcentaje de
resistencia alta (R) y de resistencia intermedia (I) asignado por el algoritmo a un
medicamento en particular. La resistencia completa a una clase de ARVs (RCC) se definio
como la ausencia de susceptibilidad (con RA o RI) a todos los medicamentos de una misma
familia de ARVs (ITIAN, ITINAN, IP) (165). La resistencia a multiples ARVs (RMA) se
defini6 como la resistencia (incluida RA o RI) a todos los ARVs de las 3 clases principales
utilizadas (ITIAN, ITINAN, IP), donde puede existir como maximo 1 droga susceptible
entre las 3 clases (165).

IIL5. Consideraciones Eticas.

El presente trabajo formo parte de un Proyecto de Investigacion Internacional aprobado por

el Comité de Etica del IPK (Anexo 1). Se desarrollé conforme a las leyes y reglamentos
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vigentes establecidos por el MINSAP y el CITMA. Cumple con los principios para las
investigaciones médicas en seres humanos (OMS, 2008), enunciados en la Declaracién de
Helsinki de la Asociacion Médica Mundial.

El médico que atendio a todos los individuos que se incluyeron en el estudio, les explico el
contenido del consentimiento informado, con un lenguaje claro y sencillo para facilitar su
comprension, haciendo hincapié en la voluntariedad. Tras conocer de su asentimiento en
participar, solicité el consentimiento por escrito, de cada persona después de asegurar la
comprension de la informacion (Anexo 2). En todo momento se mantuvo la
confidencialidad con respecto a la identidad de los individuos y con el manejo de la
informacion epidemioldgica contenida en la base de datos que se elabor6 posteriormente.
I11.6. Analisis estadistico de los resultados

Se elaboré una base de datos que incluy6é la informacion de interés para la presente
investigacion, la cual se obtuvo de la Historia Clinica de los pacientes y de la Base de Datos
SIDATRAT (166), disponible en el IPK. Después de obtener el consentimiento informado
de cada paciente, se confeccion6 un modelo de recoleccion de informacion (Anexo 3) con
todos los antecedentes clinicos, viroldgicos, epidemioldgicos y demograficos de cada
paciente, que eran relevantes para el estudio.

Se utilizo la prueba exacta de Fisher para comparar las frecuencias de cada subtipo de VIH-
1 que se observaron en pacientes tratados y en no tratados. Ademas, se utilizd para
comparar la frecuencia de las mutaciones de resistencia transmitida en pacientes con
infeccion cronica respecto a los pacientes con diagndstico reciente. También se utilizo para
comparar la frecuencia de mutaciones de resistencia adquirida entre los pacientes expuestos
a uno, dos y tres o mas regimenes de TARVAE; asi como para comparar los niveles de
resistencia durante los afios que se realiz6 la investigacion.

La prueba de Chi cuadrado con y sin correccion de Yates se utilizd para comparar la
frecuencia que se observd de cada mutacion de resistencia entre los diferentes subtipos
segun la TARVAE que recibian los pacientes al momento de solicitar la prueba de
resistencia. Tanto para realizar la prueba exacta de Fisher como para la prueba de Chi
cuadrado se utilizé el programa Epidat version 3.0.10 (167). La operacionalizacion de las
variables que se estudiaron se representa en el anexo 5. Se consideraron significativos los
valores de OR>1 y p<0,05, con un nivel de significacion para el intervalo de confianza (IC)

del 95 %.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION.

IV.1. Estandarizacion de un ensayo in-house para la determinacion del genotipo de
VIH-1y la evaluacion de la resistencia a los antirretrovirales en Cuba.
IV.1.1.Determinacion del limite inferior de amplificacion.

El LIA del ensayo genotipico in-house estuvo en el rango de 84 a 529 copias de ARN/mL y
la mediana fue de 275 copias de ARN/mL (RIC: 225-363) (Tabla 3). Para el subtipo A (Al)
fue de 84 copias/mL, para el subtipo B 300 copias/mL, para el subtipo C 200 copias/mL,
para la FRC18 cpx 100 copias/mL, para la FRCI9 cpx 250 copias/mL y para las
FRC(20,23,24) BG 260 copias/mL.

Tabla 3. Limite inferior de amplificacion del ensayo genotipico in-house para la
determinacion del genotipo de VIH-1.

Muestra Subtipo Carga viral original LIA
copias de ARN/mL copias de ARN /mL

1 Al 33333 84

2 70 000 350
3 B 52 873 529
4 12 000 300
5 3009 000 301
6 1 000 000 500
7 C 15 000 375
8 15 000 375
9 50 574 253
10 200 000 200
11 FRC18 cpx 11 000 138
12 16 000 160
13 465 507 466
14 80 000 100
15 FRC19 _cpx 1 100 000 275
16 11 000 275
17 2 000 250
18 499 989 250
19 FRC(20,23,24) BG 114940 287
20 26 000 260

ARN: Acido Ribonucleico, LIA: Limite Inferior de Amplificacion FRC: Forma
Recombinante Circulante, cpx: compleja (por sus siglas en inglés).

Utilizando el ensayo genotipico in-house se amplificaron muestras con niveles de viremia
bajos (NVB), que se definen como mediciones de CV en plasma que van desde 50 hasta
999 copias de ARN/mL (168). Los resultados sugieren que el LIA del ensayo genotipico in-
house es inferior al umbral de 1 000 copias de ARN/mL recomendado por la OMS (160).
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Es muy importante determinar el LIA del ensayo genotipico in-house, porque permite
conocer su capacidad para amplificar muestras con NVB. En los pacientes con TARVAE es
frecuente encontrar periodos en los que se observan NVB. Sin embargo, son pocos los
ensayos genotipicos que logran amplificar muestras de pacientes con viremia inferior a las
1 000 copias de ARN/mL (168).

Varios ensayos genotipicos in-house desarrollados en los ultimos afios lograron un LIA
menor que 1 000 copias de ARN/mL. Aitken y cols. en el afio 2012 disefiaron un ensayo
capaz de amplificar muestras de varios subtipos del grupo M (A-H y FRC 01AE) del VIH-
1 con NVB. El ensayo alcanz6 el LIA de 1 000 copias de ARN/mL, incluso logrd
resultados confiables en las diluciones con carga viral estimada de 500 copias de ARN/mL
(169). Chew K. K. y cols. durante la evaluacioén de un ensayo genotipico para determinar la
resistencia del VIH a los ARVs en muestras clinicas lograron la determinacion del genotipo
de todas las muestras con carga viral mayor que 500 copias de ARN/mL (170). Gonzalez-
Serna y cols. en el afio 2014 estudiaron el rendimiento de dos ensayos genotipicos en
condiciones de NVB y determinaron exitosamente el genotipo de las muestras con carga
viral cercana a las 1 000 copias de ARN/mL en el 90% de las muestras con mas de 250
copias/mL y en el 74% de las muestras con carga viral inferior a ese valor. En este estudio
los resultados fueron similares sin importar el subtipo viral (168).

Otros ensayos no lograron amplificar exitosamente las muestras con NVB. Chaturbhuj y
cols. en el afio 2013 solo lograron analizar la mitad de las muestras con NVB (171). Inzaule
y cols. en el afio 2013 amplificaron una muestra de 11 (9,1%) que tenian carga viral inferior
a las 1 000 copias/mL durante la evaluacion de un ensayo genotipico in-house aplicado
principalmente a muestras de los subtipos A, D, G, FRC10_CD y recombinantes de A/D
(172).

IV.1.2.Fidelidad.

El control negativo resultd ser negativo mediante el ensayo genotipico in-house. Para los
especimenes 3 y 14 (Tabla 4), las secuencias nucleotidicas que se generaron utilizando el
ensayo ViroSeq fueron mdas cortas que lo necesario (1 218 y 1 221 nucledtidos
respectivamente), por lo tanto, solo se evaluaron 88 de las 89 mutaciones de resistencia a

los ARVs (MRA) para esas dos muestras.
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La mediana del grado de identidad nucleotidica entre las secuencias que se obtuvieron por
ambos ensayos fue de 98,7 % (fidelidad). En cada caso el grado de identidad nucleotidica
estuvo por encima del criterio de aceptacion que se definid a priori >95%. Se observaron
235 diferencias nucleotidicas al comparar los resultados de las 14 muestras utilizando los
dos ensayos, el 98 % (230/235) de las diferencias se debieron a la deteccion de mezclas de
nucleotidos en una misma posicion. Las otras diferencias (5/235) fueron el resultado de la
deteccion de nucleotidos diferentes en la lectura realizada por ambos ensayos. En total, se
identificaron 486 mezclas de nucledtidos mediante el ensayo ViroSeq y/o el ensayo
genotipico in-house. De ellas, el 53% (256/486) se detectaron en ambos ensayos, mientras
que el 31% (150/486) se detectaron por el ensayo ViroSeq y el 16% (80/486) por el ensayo
genotipico in-house.

El grado de identidad aminoacidica en las posiciones asociadas a las MRA fue de 99,0%
(fidelidad), 1 231 de las 1 244 posiciones eran idénticas por ambos métodos (Tabla 5). Se
observo una concordancia de un 99,5% (1 210 de 1 216 posiciones) si no habia mezclas de
aminoacidos presentes en el resultado de ViroSeq y de un 75% (21 de 28 posiciones)
cuando si habian mezclas de aminoacidos.

El grado de identidad aminoacidica en las posiciones asociadas a MVRA fue de un 99,7%
(590 de 592 posiciones) si no habia mezclas de aminoacidos presentes en el resultado de
ViroSeq y de un 90,0% (9 de 10 posiciones) cuando si habian mezclas de aminoacidos. De
manera general, 590 de las 602 posiciones evaluadas eran concordantes entre los dos
ensayos, resultando en una fidelidad de 99,5%.

Se alcanzo el criterio de aceptacion predefinido para la fidelidad, tanto en las posiciones de
MRA como en las de MVRA. Todas las diferencias aminoacidicas se debieron a las
mezclas de nucledtidos detectadas por un método y/o por el otro. Se identificaron 33
mezclas de aminoécidos en las posiciones de MRA y 12 en las de MVRA, empleando el
ensayo genotipico in-house y/o el ensayo ViroSeq. De estas mezclas de nucleétidos el 61%,
(20/33) se detectaron por ambos ensayos en posiciones de MRA y el 75% (9/12) en las de
MVRA. Utilizando el ensayo ViroSeq se detectaron mezclas en el 21% (7/33) de las
posiciones de MRA y en el 8% (1/12) de las MVRA, mientras que con el ensayo genotipico
in-house se observaron mezclas en el 18% (6/33) y en el 17% (2/12), respectivamente. El

ensayo genotipico in-house detectdé mezclas en el 46% (6/13) de las posiciones discordantes
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asociadas a MRA y en el 67% (2/3) de las posiciones de MVRA discordantes, mientras que
ViroSeq detect6 las mezclas en siete y en una posicion, respectivamente.

La especificidad y la sensibilidad del ensayo genotipico in-house para la deteccion de las
MRA fueron 99,5% y 94,1%, respectivamente, mientras que, para la deteccion de las
MVRA fueron 99,7% y 95,5% respectivamente (Tabla 5). Solo tres MRA (K45R en la PR;
D67N y H221Y en la TI) se detectaron con el ensayo ViroSeq y no con el ensayo
genotipico in-house. Las otras diferencias que se observaron se relacionaban con cambios
aminoacidicos que no estan incluidos en las reglas de los algoritmos de interpretacion de la
resistencia a los ARVs. Al no detectarse la mutacion H221Y en la TI utilizando el ensayo
genotipico in-house, se dejo de identificar la resistencia a la rilpivirina (RPV) segun los
algoritmos de Rega y el ANRS. La no deteccion de la mutacion D67N en la TI hizo que no
se encontrara resistencia a AZT y a la d4T de acuerdo al algoritmo de HIVDB. La
diferencia en la deteccion de la mutacion K45R en la PR no influyo en la interpretacion de
la resistencia.

Mediante el ensayo genotipico in-house se detectaron dos MRA (H69N y V771 en la PR)
que no se encontraron con el ensayo ViroSeq. Solo la H69N alter6 el resultado de la
interpretacion de la resistencia para Tipranavir/r (TPV/r) segin el algoritmo de ANRS
(resistencia seglin el ensayo genotipico in-house y resistencia intermedia segin el ensayo
ViroSeq). Se detecto una MVRA (D67N en la TI) por el ensayo ViroSeq y no por el ensayo
genotipico in-house, teniendo las implicaciones para la interpretacion de la resistencia

explicadas en el parrafo anterior.
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Tabla 4. Evaluacion de la fidelidad en cada muestra para el ensayo genotiEico in-house comEarado con el ensayo ViroSeg.

Muestra Subtipo Carga Viral Ensayo Mutaciones de vigilancia de la resistencia a los Identidad de Identidad de
(copias/mL) ARVs (MVRA). secuencia (%) secuencia AA (%)
PR TI NT AA MRA MVRA
1 A/G 2 455 VS K20LE35D,M361,R41K , H69K 98,0 97,9 97,8 100,0
K70R,V771,V82I,L8OM
EGIH K20ILLE35D,M36I,R41K,H69K
V771,V821,L89M
2 H 28 184 VS GI16E,K20R,M36I,R41K,K43R 96,7 97,2 98,9 100,0
D60E,L63N,H69K ,1.891
EGIH GI16E,K20R,M361,R41K,D60E
L63N,H69K,1.891
3 D/B 2 884 VS GI16A,R41N,H69Q, V771 E40D,V1891 98,9 99,1 100,0 100,0
EGIH GI16A,R41N,H69Q,V771 E40D,V1891
4 B 5129 VS E35D,L63P,I93L 98,7 99,3  100,0 100,0
EGIH E35D,L63P,I93L
5 D 158 489 VS L10V,G16E,R41K,D60E,L641 96,9 97,0 97,8 100,0

V771,185V,L89F,I93L
EGIH L10V,G16E,R41K,K43E,D60E
164L,V77LI85V,L89F,193L
6 B 166 VS  LIOLE35D,M36L,R4IK,I54V L74V,A98S,Y115F 98,6 984 96,6  100,0
V62L,L63T,A71V,I84V,L90M MI184V,H221Y
EGIH LI0LE35D,M36LI54V,V62I  L74V,A98S,Y115F

L63T,A71V,I84V,L90M M184V,H221Y
7 G 42 658 VS  K20LE35Q,M361,R41K,L63P 99.2  100,0 100,0  100,0
H69K,V821,L89M
EGIH K201,E35Q,M36I,R41K,L63P
H69K,V821,L89M
8 0 VS
EGIH
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9 B 8318 VS I15V,E35D,L63P 99,9 99,8 100,0  100,0

EGIH I15V,E35D,L63P

10 C 10 965 VS 115V,M36L,R41N,L63P,H69K E40D 98,8 99,1 100,0  100,0
L89M,I93L
EGIH 115V,M36L,R41N,L63P,H69K E40D
L89M,I93L
11 B/D 236 027 VS 115V,K20R,E35D,M36L,R4IK,IS0I L210W,T215S 98,6 97.9 96,6
154V,162V,L63P,A71V,N88D 95,3

EGIH I15V,K20R,E35D,M36I,R41K L210W,T2158
[47M,I50M,154V,162V,L63P,H6ON

A71V,N88D
12 FRC02AG 1413 VS  K20ILM36LR41K,H69K,K70R,L89M D67N,VIO6A 994 988 989 977
EGIH K20IM361,R41K,H69K,K70R,L89M V106A
13 A 692 VS  E35D,M36LR41K,H69K,K70R  E40D,K103N 100, 100,0  100,0  100,0
L8OM V1791 0
EGIH E35D,M36LR41K,H69K.K70R  E40D,K103N
L8OM V1791
14 A 18 621 VS K20KR,L33F,M36LR41K,H6O9K  D67N,TGON 989 993 98,9  100,0
L89M,I93L V1791,219Q
EGIH K20R,L33F,M361,R41K,H69K D67N,T69N
L89M,I93L V1791,K219Q
15 B 66 069 VS K20R,M36ILM,45KR,V62I,L63AP M41L 993 99,5  100,0  100,0
V77L193L
EGIH K20R,M36ILM,K45KR,V62I M41L
L63AP,V77LI93L

EGIH: Ensayo Genotipico In-House, VS: ViroSeq, PR: Proteasa, TI: Transcriptasa Inversa, NT: Nucleotidica, AA: Aminoacidica,
MRA: Mutaciones de Resistencia a los ARVs, MVRA: Mutaciones de Vigilancia de la Resistencia a los ARVs.
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Tabla 5. Evaluacion general de la sensibilidad, la especificidad y la fidelidad en Ila
deteccion de las mutaciones de resistencia a los ARVs y de las mutaciones de vigilancia de
la resistencia a los ARVs mediante el ensayo genotipico in-house de determinacion del
genotipo de VIH-1.

Ensayo genotipico in-house Sensibilidad Especificidad Fidelidad

Posiciones de MRA 94,1 % 99,5 % 99,0 %
Posiciones de MVRA 95,5 % 99,7 % 99,5 %

MRA: Mutaciones de Resistencia a los ARVs, MVRA: Mutaciones de Vigilancia de la
Resistencia a los ARVs.

Las guias de la OMS (173) recomiendan el uso del ensayo comercial ViroSeq Genotyping

System como un estandar de referencia y su empleo con este objetivo ha sido descrito
frecuentemente en varios estudios (162, 170, 172, 174-181). El ViroSeq solo ha sido
aprobado por la FDA para la determinacion del genotipo y de las mutaciones de resistencia
de muestras de VIH-1 del subtipo B. Algunas estudios encontraron dificultades empleando
este ensayo con subtipos no B (182-184), mientras que otros informaron que es aplicable a
varios subtipos no B y a formas recombinantes (172, 185-188).

Beddows y cols. evaluaron la resolucion del ensayo ViroSeq para la deteccion de la
resistencia a los ARVs en muestras de VIH-1 de los subtipos del grupo M y generaron
secuencias consenso en el 83,8% de las secuencias analizadas. De manera general,
secuenciaron las muestras del subtipo B con un mayor éxito que los del resto de los
subtipos del grupo M, por lo cual propusieron que es necesario mejorar la resolucion de
este ensayo para los subtipos no-B (183).

En el afio 2011, Aghokeng y cols. informaron una frecuencia elevada de fracasos del
ensayo ViroSeq para la determinacion de la resistencia del VIH-1 a los ARVs en
Cameroon. Utilizaron muestras de los cuatro grupos del VIH y senalaron que la resolucion
del ensayo comercial ViroSeq puede afectarse por la diversidad genética elevada de los
subtipos no-B que predominan en ese pais (182).

Thiam y cols. analizaron la resolucion del ensayo ViroSeq para la determinacion de la
resistencia genotipica de las variantes genéticas del VIH-1 que circulan en Senegal.
Aplicaron este ensayo a un grupo de muestras donde estaban presentes 11 subtipos o FRC y
16 FRUs, con predominio de la FRC02_ AG. Los resultados mostraron que los cebadores
empleados en el ensayo ViroSeq podian tener una tasa de fracaso que iba desde el 1,4%

hasta el 71,4% dependiendo de subtipo viral (184).
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Chen y cols. emplearon exitosamente el ensayo ViroSeq como estandar de referencia para
la evaluacion de un ensayo genotipico in-house de resistencia que se aplico a muestras de
los subtipos: Al, B, C, D, G, FRCOl_AE, FRC02 AG, FRCO06 cpx, FRC07 BC,
FRCO08 BC, FRC15 01B y otras FRUs (181). Saravanan y cols. en el afio 2009 realizaron
la evaluacion de un ensayo genotipico in-house, lo compararon con el ensayo ViroSeq en
50 muestras de subtipos diferentes del VIH-1 y lograron determinar el genotipo de todos los
casos con los dos métodos (179). Wallis y cols. utilizaron el ensayo ViroSeq como estandar
de referencia para la evaluacion de un ensayo genotipico in-house asequible en muestras de
varios subtipos no-B obteniendo resultados satisfactorios (180). En el afio 2013 Inzaule y
cols. lograron amplificar muestras de los subtipos A, D, G, FRC10_CD y recombinantes de
A/D empleando el ensayo ViroSeq en el Instituto de Investigaciones Médicas de Kenya
(172).

El ensayo genotipico in-house que evaluamos en esta investigacion mostré una buena
concordancia a nivel nucleotidico (98,7%) con el ensayo ViroSeq. Las diferencias que se
encontraron se debieron fundamentalmente a la presencia de mas de un nucleétido en la
misma posicion. El ensayo ViroSeq detectdé mas mezclas de nucleétidos que el ensayo in-
house, lo que indic6 una sensibilidad mayor del ensayo ViroSeq en la deteccion de mezclas
de nucleotidos. Se observaron pequeias diferencias aminoacidicas entre los dos métodos
tanto en las posiciones asociadas a MVRA (3 de 602 o0 0,5%) como de MRA (13 de 1 244,
1,0%) y todas se debian a mezclas de nucleodtidos. El numero de mezclas de nucleotidos
detectadas por el ensayo in-house fue similar al nimero de mezclas detectadas por el
ensayo ViroSeq (6/13 en posiciones de MRA, 2/3 en posiciones de MVRA y 7/13 en
posiciones de MRA, 1/3 en posiciones de MVRA, respectivamente).

Otros ensayos genotipicos in-house observaron menos mezclas de nucledtidos que el
ensayo ViroSeq. Chew K. K. y cols. identificaron casi tres veces mas mezclas de
nucledtidos en las mismas muestras al analizarlas con el ensayo ViroSeq. En este caso es
importante destacar que eran muestras con una variabilidad genética elevada (170). Fokam
y cols. también detectaron un niimero mayor de mezclas con el ensayo ViroSeq que con el
ensayo in-house en evaluacion, en un grupo de muestras en las que no estaba presente el

subtipo B (177).
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En el presente trabajo, los patrones de resistencia para los inhibidores de la TI cambiaron
ligeramente solo en dos de las 14 muestras analizadas, debido a dos MRA (D67N y
H221Y) que se detectaron por el ensayo ViroSeq pero no por el ensayo in-house. Para estas
muestras, la carga viral estaba cerca del limite recomendado para la amplificacion (1 413 y
1 660 copias de ARN/mL) consistente en 1,000 copias de ARN/mL. La revision de los
electroferogramas reveld que ambas discordancias pudieran atribuirse a diferencias en las
estrategias de la edicion de las secuencias. Esto se reportd en otros ensayos en los que las
diferencias se debieron a que las mutaciones se representaron como un pico secundario
muy pequefio (<10%). Huang y cols. evaluaron la variabilidad inter-laboratorio en el
proceso de edicion de los electroferogramas de la secuenciacion y su influencia en la
deteccion de las mutaciones de resistencia. Los autores informaron un 12% de discordancia
en la deteccion de las MRA, todas se debieron a diferencias en las estrategias de edicion de
las secuencias que utilizaban los diferentes laboratorios. Esto refleja la necesidad de la
elaboracion de guias estandarizadas de edicion de las secuencias en los ensayos
genotipicos. Se propone que estas guias deben incluirse en los programas de entrenamiento
y en los programas de control de calidad para la determinacion del genotipo del VIH (189).
Posteriormente, Woods y cols. en el afio 2012, desarrollaron y validaron una herramienta
bioinformatica llamada ReCall, que permite la edicion completamente automatica de los
archivos de secuencia obtenidos en los ensayos genotipicos de resistencia a los ARVs.
Esta herramienta sustituyo la edicion e interpretacion manual y subjetiva de las secuencias,
que resultaba ser un proceso lento y trabajoso, sin comprometer la exactitud de la edicion
por lo que puede incluirse en la evaluacion de la calidad (190).

En el presente estudio, las discordancias entre los patrones de resistencia de ViroSeq y del
ensayo in-house fueron minimas, demostrando la capacidad del ensayo in-house de detectar
correctamente las MRA con relevancia clinica. Como resultado, podemos decir que la
resolucion del ensayo in-house fue buena en comparacion con el estandar de referencia
ViroSeq.

IV.1.3.Precision.

El ensayo genotipico in-house mostrd buenos resultados, tanto para la repetitividad (Tabla

6) como para la reproducibilidad (Tabla 7). En la evaluacion de la reproducibilidad solo se
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pudieron generar dos réplicas de la muestra 21 y la amplificacion de la muestra 25 fue
negativa tres veces en la dilucion de 250 copias/mL.

La identidad de la secuencia nucleotidica en la evaluacion de la repetitividad estuvo en el
rango de 98,8% a 99,9% y para la reproducibilidad entre 98,7% y 99,7%. Para ambos
analisis, el 100% de las comparaciones en pares (15/15 y 20/20) fueron idénticas en mas de
un 98% a nivel nucleotidico. Este valor es superior al umbral de identidad a nivel
nucleotidico predefinido (= 98% en un 90% o mas de las comparaciones en pares). A nivel
aminoacidico, se alcanzo6 un alto grado de identidad de la secuencia en todas las posiciones,
tanto en las posiciones de MRA como en las de MVRA, como se muestra en las Tablas 6 y
7. No se observaron diferencias en la detecciéon de las mutaciones en las posiciones de
MVRA entre todas las réplicas de cada muestra, tanto para la repetitividad como para la
reproducibilidad.

En dos muestras no se detectaron todas las MRA durante la evaluacion de la repetitividad,
esto tuvo una influencia menor en la interpretacion de la resistencia. Los cambios
aminoacidicos particulares que se encontraron no estaban incluidos en las reglas de la
interpretacion de la resistencia los medicamentos o no produjeron cambios en la
interpretacion de los resultados.

En total, solo dos MRA no se detectaron en las tres réplicas. En la muestra 17, la MRA
L10F no se detecté en dos réplicas, lo que resultd en una interpretacion alterada de la
resistencia al atazanavir/r (ATV/r) segin los algoritmos de las bases de datos REGA y
ANRS (de resistente en los resultados de ViroSeq a resistencia intermedia y susceptible,
respectivamente, en los resultados del ensayo in-house). Ademas, resulté en una
interpretacion alterada de la resistencia al fosamprenavir/r (FPV/r) (de resistente a
susceptible) y al SQV/r (de resistente a intermedia) segtn el algoritmo de la base de datos
ANRS. En la muestra 20, la mutacion A71V no se detectd en dos réplicas, alterando la
interpretacion de la resistencia de la base de datos REGA para el SQV/r (de resistencia
intermedia a susceptible).

En la evaluacion de la reproducibilidad, solo dos MRA no se detectaron en tres réplicas. En
la muestra 23, la mutacion V1891 no se detecté en la réplica generada por el segundo

técnico. En la muestra 25-2 000, la mutacion M36V solo se detectd en una de las réplicas.
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Sin embargo, la ausencia de las mutaciones V189l y de la M36V no cambid la
interpretacion de la resistencia a IP de estas muestras.

Finalmente, las secuencias generadas de las diluciones 25-2 000, 25—1 000 y 25-500 se
compararon con la secuencia obtenida de la muestra de plasma original no diluida, las
medianas respectivas del grado de identidad nucleotidica fueron 98,9% + 0,6, 99,1% + 0,2
y 99,0% + 0,3. Las medianas del grado de identidad aminoacidica en todas las posiciones
fueron: 99,4% + 0,5, 99,5% + 0,0 y 99,8% =+ 0,3, respectivamente. En las posiciones de
MRA fueron: 99,3% + 1,3, 99,3 + 1,3 y 100% =+ 0,0, respectivamente. En las posiciones de
MVRA fueron: 100,0% =+ 0,0, 100% =+ 0,0 y 100,0% =+ 0,0, respectivmente. Las
interpretaciones de resistencia a los medicamentos fueron concordantes entre todas las

réplicas y la muestra de plasma no diluida.
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Tabla 6. Repetitividad del ensayo genotipico in-house en la determinacion del genotipo de VIH-1.

Muestra Subtipo Mutaciones en las posiciones de MRA Identidad de secuencia (% + DE)
PR TI NT AA MRA MVRA

16 FRC18 cpx G16Q, K201, E35G, M36l, R41K, M41L, T69D, KI103N, 99,9+0,1 99,9+0,1 100,0+0,0 100,0+0,0
M4o6l, H69K, K70R, A71T, V771V, Y181F, MI184V, L210W,
V821, L89YV, LOOM T215Y, K219R, H221Y

17 C L10F, K20I, E35EG, M36I, R41K, D67N, K70R, A98G, K101E, 99,9+0,1 99,9+0,1 99,3+0,6 100,0+0,0
M4ol, 1621V, L63P, L641V, H69K, M184V, GI190A, T215F,
ATIITV, T74P, L89IM, LI90OM, 193L K219Q

18 B K20R, M36l, R41K, K45R, 162V, - 99,9+0,1 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0
L63P, H69Q

19 FRC20 BG K20I, M36l, R41K, L63S, H69K, M41L, D67N, K70R, 99,8+0,1 99,9+0,1 100,0+0,0 100,0+0,0
K70R, V821, L&89M V106A, MI184V, L210W,

T215F, K219E, F227L
20 FRC19 cpx D30N, E35D, M36l, R41K, K43R, L74V, KI103N, MI184V, 98,8+0,2 98,2+0,5 95,5+1,1 98,5+1,3

K45Q, L63HP, L64IV, H69Q,
A71V, N88D, 193L

T215Y,Y318F

PR: Proteasa, TI: Transcriptasa Inversa, NT: Nucleotidica, AA: Aminoacidica, MRA: Mutaciones de Resistencia a los ARVs, MVRA:
Mutaciones de Vigilancia de la Resistencia a los ARVs, DE: Desviacion Estandar. FRC: Forma Recombinante Circulante.

52



Tabla 7. Reproducibilidad del ensayo genotipico in-house en la determinacion del genotipo de VIH-1.

Muestra Subtipo PR TI Identidad de secuencia (% = DE)
NT AA MRA MVRA
21 C 15V, E35D, M36l, R41K, H69K, .M41L, V751, A98S, K103N, 99,6 99,5 100,0 100,0
88NT, 89M 1321, M184V, T215Y
22 FRC24 BG 101, 15V, K20I, E35D, M36l, R41K, A62V, K70E, V751, A98S,99,7+0,1 99,5+0,3 100,0+0,0 100,0+0,0

54V, 62V, 66F, H69K, K70R, 74K, Y115F, Y181C, M184V
V821, 89M, 931V

23 FRC18 cpx 16E, K20I, E35D, M36l, R41K, ,E40D, YISIC, MI184V,99,6+0,1 99,7+0,2 99,3+0,6 100,0+0,0
64M, H69K, K70R, 89M 1891V, H221Y
24 B 10, K20IT, 331, E35D, M36I, M41L, D67N, T69D, K70R,99,7+0,1 99,9+0,1 99,3+0,6 100,0£0,0

R41KR, 43T, 54V, 60EQ, 62V, 63P, L741, V118I, V1791, M184V,
64IL, 66F, 71V, 73A, V82AT, 84V, Y188L,G190A,

89V, 90M T215F,K219Q

25-2 000 FRC24 BG K201, E35D, M36IV, 38IL, R41K,A98S 98,8404 99,4+04 98,5+1,3 100,0+0
H69K, V821, 89M

25-1 000FRC24 BG K201, E35D, M36lI, R41K, H69K, ,S68NS, A98S 99,2+0,2 99,1402 98,5+1,3 100,00
K70KR, V821, 89M

25-500 FRC24 BG K20I, E35D, M36I, R41K, H69K, . A98S 98,7+0,3 99,602 100,040 100,00
V821, 89M

PR: Proteasa, TI: Transcriptasa Inversa, NT: Nucleotidica, AA: Aminoacidica, MRA: Mutaciones de Resistencia a los ARV, MVRA:
Mutaciones de Vigilancia de la Resistencia a los ARVs. DE: Desviacion Estandar. FRC: Forma Recombinante Circulante (por sus
siglas en inglés).
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Las diferencias observadas en los patrones de resistencia de las réplicas de una misma
muestra fueron minimas y la identidad de la secuencia nucleotidica fue elevada, incluso con
cargas virales menores que 1 000 copias de ARN/mL. Los buenos resultados de la precision
del ensayo in-house disefiado en el presente estudio pueden explicarse por la adherencia
estricta a las buenas practicas de laboratorio. También pudieran ser un indicador de la
robustez de este ensayo genotipico.

La OMS recomienda la validacion de los ensayos genotipicos in-house, insistiendo en la
evaluacion de la precision (162, 191). Los ensayos genotipicos desarrollados mas
recientemente predefinen los valores aceptables para estos parametros. En este sentido
establecen que deben ser iguales o superiores al 98% de identidad nucleotidica en el 90% o
mas de las comparaciones por pares realizadas. Sin embargo, no existe un consenso
establecido de coémo evaluar la precision para la determinacion de las mutaciones
relacionadas con la resistencia del VIH a los ARVs. En el presente estudio evaluamos la
precision como una medida de la repetitividad y la reproducibilidad, mientras que otros
estudios evaltian la precision determinando solamente uno de estos parametros (162, 192).
Los resultados de este estudio son comparables con los obtenidos por Devidas y cols,
durante la evaluacion de un ensayo genotipico in-house asequible, con buena relacion
calidad costo. En dicho estudio la reproducibilidad y la precision mostraron valores
elevados de identidad de la secuencia nucleotidica, superiores al 99% en el 100% de las
comparaciones, para ambos parametros (162). Inzaule y cols. en el afio 2013 determinaron
la reproducibilidad y la precision de un ensayo genotipico in-house, logrando de igual
forma valores altos de 99,3% y 99,4 respectivamente (172). Acharya y cols. en el afio 2014
obtuvieron valores elevados de identidad de la secuencia nucleotidica en la evaluacion de la
precision y la reproducibilidad (99,68% y 99,76%, respectivamente) (193). Los resultados
obtenidos en el presente estudio coinciden con los resultados de Zou y cols. en el afio 2011.
En su estudio obtuvieron resultados de precision superiores al 98% en todas las réplicas
(desde 98,22% hasta 99,65%), hay que sefialar que en esa investigaccion la precision solo
se analiz6 mediante la evaluacion de la reproducibilidad (192).

IV.1.4.Evaluacion de la aplicacion del ensayo in-house en muestras clinicas.
Inicialmente la amplificacion fue exitosa en el 84% de las muestras (321/380). Se analiz6

nuevamente una segunda alicuota de ARN de cada muestra que no pudo amplificarse en el
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primer intento y con esta estrategia pudieron amplificarse otras 19 muestras. Seguidamente
se intentd una segunda ronda de extraccion y amplificacion para las 20 muestras que
fallaron al procedimiento de amplificacion y para las cuales aun habia suficiente plasma
disponible. Asi pudieron amplificarse otras 5 muestras, lo que resultdé en la amplificacion
del 91% de las muestras (345/380).

Se obtuvo la secuenciacion de todas las reacciones amplificadas (345/345) y cubrieron
1302 nucledtidos. Sin embargo, tres secuencias no fueron utiles para su analisis, debido a
que el control de calidad sugiri6 la edicion por parte de la enzima humana APOBEC. Se
logrd, en total, la secuenciacion del 99% de las muestras analizadas (342/345) y se
obtuvieron secuencias que codificaban para los codones 1 - 99 delaPRy 1 - 335 de la TI,
lo cual es mayor que la regién minima que debe secuenciarse de acuerdo a las guias de la
OMS (173).

El analisis filogenético reveld que la distribucion de los subtipos entre las 345 secuencias
obtenidas fue: 34,9% de subtipo B, 12,8% de FRC19 cpx, 10,2% de FRC20 BG, 9,0% de
FRC18 cpx, 9,0% de FRU, 7,8% de subtipo C, 7,0% de FRC24 BG, 3,2% de subtipo G,
3,2% de FRC23 BG, 0,9% de subtipo H, 0,6% de subtipo A, 0,6% de subtipo F, 0,6% de
FRCO02_AG, 0,3% de subtipo J y 0,3% de FRC31 BC. Estos resultados confirman que
existe una diversidad genética elevada en Cuba y al mismo tiempo demuestran la robustez
del ensayo genotipico in-house estandarizado en el presente estudio, que es capaz de
detectar diferentes variantes virales en muestras clinicas, incluyendo las formas
recombinantes.

Después del entrenamiento del personal, el ensayo genotipico in-house se implementd
gradualmente en el afio 2009, utilizando inicialmente muestras de afios anteriores para
corroborar el buen funcionamiento del ensayo. Mas adelante, se introdujo el ensayo en la
practica clinica para el seguimiento de rutina de los pacientes que asistian al IPK y para los
cuales era imprescindible la realizacion de los ensayos genotipicos de resistencia a los
ARVs.

Anejo-Okopi y cols. en el afio 2018 lograron amplificar y secuenciar el 95,2% de las
muestras clinicas que analizaron, empleando un ensayo genotipico in-house costo-efectivo.
Ademas, pudieron describir la frecuencia de las mutaciones de resistencia a los ARVs en

los genotipos no-B del VIH-1 que circulan en Nigeria y constituyen las variantes genéticas
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mas frecuentes en ese pais. Los autores sefalan que este ensayo puede realizarse con un
costo aproximado de 100 ddlares, teniendo en cuenta el gasto en reactivos por muestra,
valor muy similar al obtenido en la implementacion del ensayo genotipico que se evalud en
el presente trabajo (194).

Chimukangara y cols. compararon un ensayo genotipico in-house y uno comercial en
Zimbabwe e informaron que su ensayo amplifico el 93 % de las muestras, de ellas el 96,2%
pudieron secuenciarse. Las muestras clinicas que no pudieron amplificarse en este estudio,
tenian una carga viral cercana al LIA del método que se empled por los investigadores
(1000 copias/mL) (195).

Chaturbhuj y cols. en el afio 2014 evaluaron un ensayo genotipico in-house que resultd
costo-efectivo en la India, para la determinacion de la resistencia del VIH-1 a los ARVs a
partir de muestras de plasma. Ademas, el método que validaron fue capaz de completar
exitosamente cinco paneles externos de calidad que le permitieron obtener la certificacion

del programa Virology Quality Assessment (VOQA) of the National Institute of Health

(NIH). Este ensayo determiné el genotipo de las muestras clinicas de todos los subtipos del
grupo M con un costo similar al del ensayo genotipico in-house que se evalud, logrando
reducir los gastos en mas del 50%, de 300 ddlares americanos que cuesta desarrollar el
ensayo genotipico comercial ViroSeq a 112 ddlares. Este ensayo puede emplearse para el
seguimiento clinico eficiente de los pacientes con fallo al TARVAE. También permite
estudiar la emergencia y la transmision de las variantes de VIH resistentes a los
medicamentos en paises con recursos limitados. La aplicacion de los ensayos genotipicos
in-house asequibles y validados permite la toma de decision correcta para el manejo
adecuado de los pacientes infectados por VIH-1, lo que reduce el riesgo de que se
establezcan mutaciones relacionadas con la resistencia a los ARVs (162).

Otro estudio de implementacion de un ensayo genotipico in-house asequible se desarrolld
por Acharya y cols. en el afio 2014. Ese ensayo se emple6 para determinar el genotipo de
un panel de 225 muestras, de las cuales 210 (93,3%) pudieron ser amplificadas y 206 (91,5)
se secuenciaron y analizaron para la determinacion del genotipo y los perfiles de
resistencia. Este ensayo redujo el costo a 85 ddlares que constituye el 28,0% del costo del
ensayo genotipico comercial ViroSeq en el momento que se valido el método in-house. Sin

embargo, a diferencia del ensayo que se evaluo en el presente trabajo, este ensayo se disefid
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y valid6 para determinar el genotipo de muestras de VIH predominantemente del subtipo C
(85,5%) y subtipo A (14,0%) (193).

En el presente estudio se implemento6 y evalué en Cuba un ensayo genotipico de resistencia
in-house, su aplicacion en muestras clinicas fue exitosa y mostré6 una sensibilidad muy
buena para un rango amplio de subtipos de VIH-1. Todavia es necesario trabajar en su
mejora, ya que el 16% de las muestras no pudieron ser amplificadas en un primer intento.
Es posible que los valores bajos de carga viral influyeran negativamente en el éxito de la
amplificacion. Los ensayos de carga viral al momento de la realizacion de este estudio no
se realizaban sistematicamente a todos los pacientes en Cuba. En los casos en que se
realizaban casi nunca se hacian en la misma fecha en que se tomaba la muestra para la
determinacion del genotipo, en esos casos la carga viral no estuvo disponible.

Los cebadores se disefiaron de manera tal que se unieran a varios subtipos de VIH-1. Las
discordancias especificas de cada variante genética en los sitios de union del cebador no
pudieron investigarse en los casos en los que no se obtuvo amplificacion. Esto se debid a
que las muestras de estos pacientes no han sido probadas con metodologias alternativas y
no existen hasta el momento secuencias disponibles de las mismas. Por tanto, la resolucion
de este ensayo debe verificarse en estudios futuros con un espectro amplio de muestras con
carga viral conocida y los indicadores de calidad deben comprobarse regularmente.
IV.1.5.Control de calidad.

El control negativo que se adiciono a cada corrida no mostré amplificacion, lo que sugirié
que no se produjo confusion de las muestras o contaminacion cruzada. Ademas, ninguna de
las secuencias que se generaron mostr6 una cantidad elevada de mezclas de nucleétidos. Se
construyd un arbol filogenético de méxima verosimilitud utilizando las secuencias que
pasaron la evaluacion del control de calidad. Las secuencias que se generaron de una
misma muestra o del mismo paciente se agruparon juntas, con un soporte elevado de
bootstrap, lo que indicé que no hubo confusion de las muestras o contaminacion cruzada de
las mismas (Anexo 4).

Una desventaja del ensayo genotipico in-house es que el riesgo de contaminacion cruzada
resulta mayor que con el ensayo ViroSeq. Esto se debe a que utiliza una RCP anidada y a
que carece de un control de contaminacion dUTP/UNG. Esto requiere la introduccion de

precauciones adicionales en la manipulacion de las muestras y de los reactivos. Ademas
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hace necesario la inclusion de un control negativo en cada ronda de amplificacion para
evitar la contaminacion cruzada. El resultado negativo de los controles en cada ronda, la
buena calidad de las secuencias, la especificidad alta del ensayo genotipico in-house y los
resultados filogenéticos indicaron que no hubo contaminacion cruzada en los
procedimientos de laboratorio que se implementaron.

Chaturbhuyj y cols. realizaron un estudio muy similar al presente en el cual evaluaron un
ensayo in-house para determinar la resistencia del VIH-1 a los ARVs empleando el ensayo
ViroSeq como gold standard. Ese estudio también presentd como desventaja principal la
ausencia de un control de contaminacion basado en dUTP/UNG. Sin embargo, sefialaron
que la contaminacion de la RCP puede controlarse siguiendo las Guias de Buenas Practicas
de Laboratorio Clinico (171).

La OMS recomienda el programa Sequence Quality Asessment Tool (SQUAT) para

evaluar la calidad de las secuencias generadas, detectar los nucledtidos ambiguos,
corrimientos del marco de lectura, inserciones y deleciones de las secuencias (196).
Algunos estudios emplearon este programa (171, 172, 194, 197), pero existen otros
elementos que permiten el control de la calidad de las secuencias generadas en el
laboratorio. Segiin Clutter y cols. el andlisis de los electroferogramas permite obtener
informacion intrinseca del control de la calidad, incluyendo el nivel de inespecificidad dado
por una intensidad baja de la sefial y numerosos picos mal definidos (198). Ademas, la
observacion de un nuimero elevado de mezclas electroforéticas de nucledtidos en una
misma posicion, mutaciones atipicas y mutaciones APOBEC pueden indicar problemas de
calidad de la secuencia (199, 200).

Audu y cols. confirmaron la calidad de sus secuencias empleando la seccion de “Quality

Assurance Details” dentro del informe que brinda el programa HIVDB Calibrated

Population Resistance Tool de la base de datos de Stanford

(https://hivdb.stanford.edu/page/version-updates/) (201). Hauser y cols. indican que la

obtencion de dos electroferogramas, al menos, de cada sitio de resistencia contribuye a una
mayor calidad del resultado. Ademas, indican que las ambigiiedades en la secuencia
nucleotidica consenso solo se deben considerar si el pico menor es, al menos, tres veces

mayor que la sefial de fondo y esta presente, al menos, en dos electroferogramas (202).
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Manasa y cols. recomiendan evaluar la calidad de cada secuencia utilizando la base de

datos de Stanford (http://hivdb.stanford.edu). En ella se resume la calidad de la secuencia

introducida resaltando las deleciones, inserciones, codones de parada, corrimientos del
marco de lectura, posiciones ambiguas y residuos inusuales. Ademas, recomiendan hacer
una base de datos con las secuencias generadas en el laboratorio en corridas anteriores y
hacer un alineamiento de cada nueva secuencia contra dicha base. Si la nueva secuencia
tiene una similitud superior al 97% con alguna de las de la base de datos entonces deben
revisarse todos los pasos del procedimiento. Se debe comenzar por el andlisis de las
secuencias y regresar hasta la extraccion de ARN para asegurarse de que no hubo confusion
0 contaminacion entre las muestras (203).

IV.2. Resistencia del VIH-1 a los ARVs en Cuba después de la implementacion de los
ensayos genotipicos de resistencia a los antirretrovirales.

IV.2.1.Caracteristicas generales de la poblacion de estudio.

Este estudio abarco un periodo de 5 afios y 8 meses comprendido entre abril del afio 2009 y
diciembre del 2014. Se estudiaron un total de 926 muestras de plasma de pacientes
infectados con VIH-1, el 63,1% (584/926) procedentes de pacientes tratados previamente y
el 36,9% (342/926) de individuos no tratados. En ambos grupos, la mayoria de los
pacientes eran varones (83,3%; 771/926) y el 76,8% (711/926) eran hombres que tienen
sexo con hombres (HSH) (Tabla 8).

Estos resultados coinciden con lo que se reportd por diversos autores con relacion al
comportamiento nacional de la epidemia cubana de VIH-1, que se caracteriza por mas de
un 80% de hombres y un por ciento similar de HSH. Pérez y cols. en el afio 2004 sefialaron
que hasta septiembre del 2003 el 79% de las infecciones por VIH-1 eran en hombres y la
mayoria eran hombres que habian sido infectados al tener sexo con otros hombres (10).

Los resultados del presente estudio también son muy similares a los que informan Pérez y
cols. en los afios 2006 y 2007 en Cuba, donde el 82,8% de los pacientes eran del sexo
masculino y el 73,9% eran HSH (15, 19). En el afio 2011 Aragonés y cols. estudiaron la
adherencia a la TARVAE en pacientes cubanos y observaron que un 77,6% (657/847) eran
del sexo masculino (204). Machado y cols. al estudiar la resistencia transmitida y la

diversidad genética del VIH-1 en Cuba en los afios 2012 y 2013 encontraron que cerca del
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85,0% eran del sexo masculino. Ademas, informaron que alrededor del 70% de los
individuos eran HSH (205, 206).

Recientemente Kouri y cols. al estudiar el incremento de la proporcion de los pacientes con
progresion rapida a SIDA en Cuba, informaron que el 79,6% de los individuos incluidos en
el estudio eran del sexo masculino (16).Esto también coincide con las caracteristicas de la
epidemia cubana de VIH publicadas por la Vicedireccion de Epidemiologia del Ministerio de
Salud Publica de Cuba al cierre del afio 2019 (Direccion Nacional de Epidemiologia M. Base
de datos nacional de la infeccion por VIH. 2019).

La mediana de la edad en el presente estudio fue de 37,8 afios (RIC: 30,0-45,0); siendo
mayor en los pacientes tratados que en los no tratados (40,5 anos (RIC: 33,6-46,6) y 32,4
afios (RIC: 24,6-41,3), respectivamente). Las cargas virales fueron similares en los dos
grupos de pacientes estudiados, no tratados y tratados (18 966 copias/mL (RIC: 3 794-84
768) y 21 264 copias/mL (RIC: 4 052-80 458), respectivamente). Es importante destacar
que en ambos grupos y de manera general los valores fueron superiores a las 1 000
copias/mL (20 000 copias/mL (RIC: 3 966-80 458), Por otro lado, la mediana del recuento
de los linfocitos T CD4+ estuvo por debajo de las 350 células/mm3 (241 células/mm3
(RIC: 138-382)), con valores mas elevados en los individuos no tratados (349 células/mm3
(RIC: 201-479)) que en pacientes tratados (208 células/mm3 (RIC: 111-305)). (Tabla 8),

El seguimiento de la carga viral se realiza durante el estudio de la evolucion de la infeccion
por VIH en el paciente no tratado, pero su mayor valor radica en el monitoreo de la
respuesta a la TARVAE o del fallo a la misma en los pacientes tratados (207). El objetivo
inmediato de la TARVAE es reducir la replicacion de VIH a un nivel por debajo del cual el
virus no evolucione para que no emerjan mutantes resistentes (208). Este nivel exacto es
desconocido, pero probablemente se encuentra en el rango entre 50 y 200 copias de
ARN/mL. Por esta razon, el proposito de la TARVAE es reducir la carga viral a niveles no
detectables en un periodo no mayor de 6 meses (207-210).

Se plantea que se puede observar viremia intermitente, con valores bajos de carga viral
(50— 500 copias/mL), los cuales se relacionan con las pruebas utilizadas para este fin y no
necesariamente ligada a un fallo terapéutico, ni a una mala adherencia del paciente. Sin
embargo, si la carga viral aumenta entre 500 y 5 000 copias/mL se recomienda un

seguimiento riguroso del paciente mas que un cambio de terapia (211).
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Si no se logra disminuir la CV, se debe valorar el cambio de terapia, ya que se considera
que es sub-Optima y si se mantiene durante un tiempo prolongado facilita la replicacion
viral. Inicialmente el virus mutado tiene menor capacidad replicativa con respecto al virus
salvaje, por lo que la CV solo alcanza valores bajos. Con el tiempo aparecen las mutaciones
secundarias o compensatorias, que por si solas no llegan a conferir resistencia. Sin
embargo, disminuyen la sensibilidad del virus a la terapia y compensan la capacidad
replicativa del virus mutado, conduciendo al incremento de la carga viral (212-215).

En general los valores de carga viral de las muestras de pacientes tratados eran altos,
indicando un fallo a la TARVAE de larga evolucion. Otra explicacion posible puede ser la
mala adherencia a la TARVAE. Esto permite la replicacion del virus salvaje y conduce a la
destruccion de los linfocitos T CD4+, como parte del curso natural de la infeccion por VIH
(216-219).

Como se observa en la tabla 8, en general, la mediana de la fecha de inicio de la TARVAE
fue de tres afios (RIC: 1,1 a 5,6); todos los pacientes recibieron ITIAN; mientras que el
90,1% (526/584) alguna vez recibié ITINAN y el 62,7% (366/584) IP. Solo el 12,8%
(75/584) de los pacientes recibieron regimenes de mono o bi-terapia. En el momento de
solicitar las pruebas de resistencia, los ARV indicados mas frecuentemente fueron el 3TC
(92,5%; 540/584), el AZT (44,7%; 261/584) y la NVP (44,2%; 258/584) (Tabla 8). Al
momento de la realizacion de este estudio los regimenes terapéuticos indicados con mayor
frecuencia en la terapia cubana de primera linea fueron: 3TC+AZT+NVP vy
3TC+d4T+NVP. El 3TC fue el medicamento que mas se empled en todas las
combinaciones. Esto se debi6 a que los medicamentos genéricos producidos en Cuba
durante los afios en que se realiz6 el presente trabajo eran: AZT, d4T, ddl, lamivudina

(3TC), NVP ¢ IDV.
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Tabla 8: Caracteristicas demogréficas, epidemioldgicas y terapéuticas de los pacientes estudiados entre los afios 2009-2014.

Caracteristicas

Total [N (%)]

No Tratados [N (%)]

Tratados [N (%)]

Total de pacientes

Edad, mediana en afios (RIC)
Sexo masculino [n (%)]

HSH [n (%)]

Conteo de los linfocitos T CD4+, mediana células/mm3 (RIC)
Carga Viral, mediana Copias de ARN/mL (RIC)

926 (100)

37,8 (30,0-45,0)

771 (83,3)
711 (76,3)

241(138-382)
20 000 (3 966-80 458)

342 (36,9)
32,4 (24,6-41,3)

290 (82,6)

270 (76.9)
349(201-479)

18 966 (3 794-84 768)

584 (63,1)
40,5 (33,6-46,6)

481 (82,4)

441 (75,5)

208 (111-305)

21 264 (4 052-80 458)

Estado de la infeccion por VIH [n (%)]

Diagnostico reciente ” 199 (21,5) 178 (52,0) 21 (3,6)
Infeccion crénica 727 (78.5) 164 (48,0) 563 (96,4)

Tiempo desde el inicio de la terapia, mediana en afios (RIC) 3,0 (1,1-5,6) - 3,0 (1,1-5,6)
<12 meses 44 (7,5) - 44 (7,5)
12,1-24 meses 50 (8,6) - 50 (8,6)
24,1-36 meses 59 (10,1) - 59 (10,1)
36,1-48 meses 57 (9,8) - 57 (9,8)
48,1-60 meses 67 (11,5) - 67 (11,5)
60,1-72 meses 48 (8,2) - 48 (8,2)
72,1-84 meses 45 (7,7) - 45 (7,7)
>84 meses 214 (36,6) - 214 (36,6)

Exposicion previa a la terapia
Mono- o bi-terapia 75 (12,8) - 75 (12,8)
ITIAN 584 (100,0) - 584 (100,0)
ITINAN 526 (90,1) - 526 (90,1)
1P 366 (62,7) - 366 (62,7)

Numero de terapias previas
1 176 (30,1) - 176 (30,1)
2 144 (24,7) - 144 (24,7)
3 94 (16,1) - 94 (16,1)
4 72 (12,3) - 72 (12,3)
5 29 (5,0) - 29 (5,0)
6 32 (5,5) - 32 (5,5)
>=7 37 (6,3) - 37 (6,3)
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TARVAE al momento de la prueba de resistencia

ITIAN
3TC 540 (92,5) - 540 (92,5)
ABC 93 (15.9) - 93 (15.,9)
AZT 261 (44,7) ; 261 (44,7)
4T 129 (22,1) ; 129 (22,1)
FTC 17 (2,9) - 17 (2,9)
TDF 93 (15.,9) - 93 (15.9)

ITINAN
EFV 54(9,2) - 54(9,2)
NVP 258 (44,2) . 258 (44,2)

P
ATV/r 5(0,9) - 5(0,9)
FPV/r 71 (12,2) - 71 (12,2)
IDV/r 37 (6,3) - 37 (6.3)
LPV/r 63 (10,8) . 63 (10,8)
NFV 40 (6,8) - 40 (6,8)
SQV/r 52 (8,9) - 52(8.,9)
TPV/r 5(0,9) : 5 (0,9)

N, n: Numero de pacientes, ITIAN: Inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucleésidos, ITINAN: Inhibidores de la
transcriptasa inversa no analogos de nucledsidos, RIC: Rango inter-cuartil, HSH: Hombres que tienen sexo con hombres, TARVAE:
Terapia antirretroviral altamente efectiva, IP: Inhibidores de la proteasa, 3TC: lamivudina, ABC: abacavir, AZT: zidovudina, d4T:
stavudina, FTC: emtricitabina, TDF: tenofovir, DLV: delavirdina, EFV: efavirenz, ETR: etravirina, NVP: nevirapina, ATV:
atazanavir, DRV: darunavir, FPV: fosamprenavir, IDV: indinavir, LPV: lopinavir, NFV: nelfinavir, SQV: saquinavir, TPV: tipranavir,
/t: ritonavir.
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Hasta la fecha la TARVAE del VIH es el elemento que mas repercute en la incidencia del
VIH, esto se demostrd en los resultados de los estudios aleatorios controlados que se
realizaron hasta la fecha (149, 151). Los resultados iniciales del estudio PARTNER
indicaron que no ocurre transmision del VIH en parejas sero-discordantes al mantener
relaciones sexuales sin proteccion. Siempre que la persona que vive con VIH reciba
TARVAE y tenga supresion viral (carga viral no detectable), ya sea en parejas
heterosexuales (220) u homosexuales (150).

En Cuba, en el afio 2001 se inicio la TARVAE, incorpordndose paulatinamente a los
pacientes, hasta que en el afio 2003 se alcanzo la cobertura completa de todos aquellos que
la necesitaban (221). Los individuos estudiados en el presente trabajo, que habian estado
expuestos previamente a regimenes de biterapia iniciaron la TARVAE antes del afio 2003.
La prevalencia elevada de la resistencia a los ARVs ha sido justificada frecuentemente,
como resultado del empleo de las mono y bi-terapias (222, 223). Se conoce que la
exposicion a la monoterapia por tiempo prolongado y los cambios frecuentes de regimenes
terapéuticos, contribuyen a la emergencia de la resistencia a los ARV (224-226). Esto
pudiera limitar el nimero de opciones terapéuticas que se pueden utilizar en el paciente.

En los paises en vias de desarrollo, como Chile, Venezuela, y la India el tipo de
medicamento que se emplea en la combinacion de la TARVAE es similar a los empleados
en Cuba. Sus esquemas de TARVAE son muy similares a los de Cuba, muestran cifras de
resistencia muy similares en algunos casos y en otros, mas altas que las encontradas en este
trabajo (227-229). Sin embargo, en los paises con recursos econdémicos elevados se
incorporaron medicamentos mucho mas potentes y con barrera genética mas alta a estas
mismas combinaciones de primera linea. Algunos ejemplos son el Tenofovir (TDF), la
Etravirina (ETV) y el Darunavir (DRV). Se plantea que la primera linea de terapia debe ser
lo més potente posible para lograr la reduccion eficiente de la replicacion viral. Esto se hace
con el objetivo de impedir o retardar la emergencia de los virus mutantes resistentes, lo que
evita el cambio frecuente de los regimenes terapéuticos (215, 230, 231).

IV.2.2.Diversidad del VIH.

En el presente estudio el subtipo B se observo con mayor frecuencia, pero la mayoria de las
muestras eran de formas recombinantes en general. El subtipo B se detectdé en el 30,9%

(286/926) de las muestras, las FRCs(20,23,24) BGs se observaron en el 22,0% (204/926),
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la FRC19 cpx en el 18,3 % (169/926) y la FRC18 cpx en el 9,8% (91/926). Solo el 5,5%
(51/926) de las muestras eran de virus del subtipo C, mientras que otros subtipos, FRCs y
FRUs se observaron en una frecuencia de 13,5% (125/926). No se observaron diferencias
significativas entre las frecuencias de subtipos de VIH-1 identificados en muestras

obtenidas de individuos no tratados comparados con las de los pacientes tratados (Tabla 9).

Tabla 9: Prevalencia de los subtipos del HIV-1 entre los afios 2009-2014.

Total [N (%)]  No tratados [N (%)] Tratados [N (%)]

Subtipos 926 (100) 342 (100) 584 (100)
B 286 (30,9) 104 (30,4) 182 (31,2)
C 51 (5.5) 12 (3,5 39 (6,7)
FRC 18 cpx 91 (9,8) 35 (10,2) 56 (9.6)
FRC 19 _cpx 169 (18,3) 65 (19.0) 104(17.8)
FRC(20,23,24) BGs 204 (22,0 91 (26.,6) 113 (19,3)
Otros 125 (13,5) 35 (10,2) 90 (15,4)

N: Numero de pacientes, FRC: Formas Recombinantes Circulantes.

El estudio de las variantes genéticas del VIH-1 permite conocer la epidemiologia de la
infeccion. La variacion entre los diferentes subtipos puede afectar el desarrollo de las
nuevas estrategias terapéuticas y de nuevas formulaciones de candidatos vacunales (11,
232, 233). Adicionalmente, debe investigarse la distribucion de los subtipos y las formas
recombinantes ya que la variabilidad genética puede influir en el rendimiento de las
pruebas de determinacion de la carga viral y de la resistencia a los ARVs (234).

Los resultados de este estudio presentan una sintesis de las variantes genéticas de VIH-1
circulantes y de la frecuencia de la resistencia del VIH-1 a los ARVs en Cuba. En esta
investigacion los subtipos no-B del VIH-1 fueron los mas prevalentes (69,1%, 640/926).
Estos resultados estdn en concordancia con la alta diversidad genética del VIH-1 en Cuba
que se demostrdé en estudios previos (19, 205), en contraste con la alta proporcion del
subtipo B en el Caribe (235, 236). La gran diversidad genética del VIH-1 en Cuba se ha
propuesto que se atribuye al origen de la epidemia cubana de VIH a partir de contactos con
la epidemia de VIH de Africa Central (13, 19, 20).

Estudios de la diversidad genética del VIH-1 en Cuba realizados desde el afio 2001,
sugieren una tendencia a la disminucion en la frecuencia del subtipo B y un incremento de
la circulacion de las FRC(20, 23, 24) BG en Cuba. En un primer trabajo que realizé Ruibal
y colaboradores, se inform6 un predominio del subtipo B, presente en el 78,6% de las

muestras que se analizaron (237). En el estudio de Cuevas y cols. en el 2002 el subtipo B se
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detecto en el 48,0% de las muestras (21). Pérez y cols. en los afios 2006 y 2007 estudiaron
la epidemiologia molecular y la resistencia genotipica del VIH-1 en Cuba e informaron una
disminucion de la circulacion del subtipo B y la expansion de las FRC(20,23,24) BG (15,
19). Los resultados del presente estudio, combinado con los informes recientes, indicaron
que los subtipos no B son los mas frecuentes en Cuba y demostraron el predominio de las
cinco FRC cubanas de VIH-1 (48,5%) (15, 16, 19, 205, 206, 238).

El presente estudio confirmd la expansion de las FRC(20,23,24) BG que se informd
anteriormente, pues el 22,0% de las muestras pertenecieron a estas FRCs. El aumento de la
frecuencia de las formas recombinantes se informo en otras regiones como Myanmar
Central (239), Sur de China (240), Este de Africa (241, 242), Argentina (243, 244) y Brasil
(245). Aulicino, P. C. y cols. observaron un aumento en la circulacion de las formas
recombinantes BF en Argentina y lo atribuyeron a la mayor adecuacion evolutiva del
recombinante BF respecto a los subtipos B o F puros (246). En un estudio realizado en una
clinica en Madrid, Espafia, también se observd un incremento de la frecuencia de los
subtipos no-B y las formas recombinantes representando la tercera parte de los casos (247).
Foster G. M. y cols. informaron que la dindmica de la epidemia de VIH-1 en el Reino
Unido cambio, y se produjo una expansion geografica de la forma recombinante
FRC50 A1D. Ademas, observaron que aumentd su transmision en los usuarios de drogas
intravenosas, en hombres y en mujeres heterosexuales (248).

Se plantea que la expansion de las diferentes formas recombinantes pudiera deberse a los
patrones de conducta sexual predominantes en las epidemias de VIH-1 de los paises. Sin
descartar la posibilidad de una mayor adecuacion evolutiva dada por una mayor capacidad
replicativa y eficiencia de transmision de las FRC(20,23,24) BG (15). Kouri y cols. en el
afio 2015, informaron que la forma recombinante FRC19 cpx presenta una alta adecuacion
evolutiva, que pudiera causar la frecuencia alta de progresion rapida a SIDA en Cuba (16).
Este resultado confirma la importancia de la vigilancia de la variabilidad genética del VIH-
1 en Cuba.

Es preocupante la prevalencia alta de las FRCs(20,23,24) BG que se detectan en la region
gag/pol (teniendo en cuenta que estas formas recombinantes son subtipo G en su gen pol).
Se conoce que éstas formas recombinantes no se detectan o se sub-cuantifican en algunos

ensayos comerciales de carga viral (249-251), especialmente en el ensayo NucliSens HIV-1
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QT (Biomérieux, Francia), que es el que se utiliza en el IPK (252). Si este ensayo no es
capaz de detectar correctamente la carga viral de los pacientes infectados con estos
subtipos, podrian obtenerse cargas virales sub-cuantificadas en pacientes bajo TARVAE.
Esto conduciria a un fallo a la terapia por largo tiempo y se traduciria en resultados
discordantes entre el deterioro inmunologico (disminucion de los linfocitos T CD4+) y
niveles no detectables de carga viral (falsos negativos). Como resultado dificultaria definir
la conducta terapéutica a seguir con estos pacientes.

A pesar de lo antes planteado, en los paises del continente americano, el subtipo B atn es el
mayoritario, probablemente porque sus epidemias de VIH no han tenido un vinculo directo
con la epidemia de Africa. Por lo tanto, la recombinacién entre las diversas variantes virales
de los diferentes subtipos es menos probable. Los estudios realizados de las epidemias de
Brasil (253), Chile (254), Argentina (255) y otros paises de la region, corroboran que el
subtipo B es el que predomina. Sin embargo, también se informd que predomina la
circulacion de las formas recombinantes BF en Argentina, Bolivia, Brasil y Uruguay (246,
256, 257).

IV.2.3.Mutaciones de resistencia a los ARVs en los pacientes sin tratamiento previo.
En general, la frecuencia de las mutaciones de resistencia en los pacientes infectados con
VIH-1 sin TARVAE previa fue de 11,4% (39/342). La resistencia a los medicamentos de
una sola clase estuvo presente en el 51,3% (20/39) de los pacientes. Se encontraron
mutaciones solo a los ITIAN en el 20,5% (8/39), solo a los ITINAN en el 12,8% (5/39) y
solo a los IP en el 17,9% (7/39) de ellos. Se observo una frecuencia elevada de la
resistencia a dos clases de ARVs (43,6%, 17/39), principalmente resistencia simultanea a
ITIAN+ITINAN (41,0%, 16/39). Solo en una muestra se observo resistencia a los
ITIAN+IP (2,6%, 1/39) y en otras dos (5,1%, 2/39) se observaron mutaciones de resistencia
a tres clases ITTAN-+ITINAN+IP (Tabla 10).

La incidencia global de las mutaciones de resistencia fue similar entre los pacientes con
infeccion cronica (48,7%, 19/39) y los individuos con diagndstico reciente (51,3%, 20/39).
La frecuencia de alguna mutacion de resistencia a los ITIAN fue mayor en los individuos
con infeccion cronica que en aquellos con diagndstico reciente (78,9% (15/19) y 60,0%
(12/20), respectivamente). Sin embargo, la frecuencia de alguna mutacion de resistencia a

ITINAN fue mayor en los individuos diagnosticados recientemente que en los de infeccion
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cronica (50,0% (10/20) y 42,1% (8/19), respectivamente). Lo mismo se observo para las
mutaciones de resistencia a los IP (30,0% (6/20) y 21,1% (4/19), respectivamente). La
frecuencia de la resistencia simultdnea a las dos clases ITIAN+ITINAN fue mayor en los
individuos con diagnostico reciente que en aquellos con infeccion cronica (45,0% (9/20) y
36,8% (7/19), respectivamente). Para la resistencia doble a ITTAN+IP, la frecuencia fue
mas alta en la infeccion cronica (5,3% (1/19 y ninguno en el caso de los pacientes recién
diagnosticados). Las mutaciones de resistencia simultanea a las tres clases también fueron
mas prevalentes en individuos con infeccion cronica (5,3% y 5,0%), aunque solo se observo

un caso en cada grupo (Tabla 10).
Tabla 10: Frecuencia de las mutaciones de resistencia del VIH-1 a los ARVs en individuos
no tratados previamente con terapia antirretroviral entre los afios 2009-2014..

Mutaciones de resistencia  Total [N (%) Diagnostico Reciente  Infeccion Cronica

[N (%)l [N (%)l
Alguna mutacion 39 (100) 20 (51,3) 19 (48,7)
MVRA solo a ITIAN 8 (20,5 2 (10,0) 6 (3L6)
Alguna mutacion a ITIAN 27 (69,2) 12 (60,0) 15 (78.9)
M41L 6 (154 3 (15,0 3 (15,8)
D67N/G 7 (17,9 2 (10,0) 5 (26,3)
M184V/1 18 (46,2) 6 (30,0 12 (63,2)
T215Y/1/S/D 10 (25,6) 4 (20,0) 6 (3L6)
K219Q/E/N/R 8 (20,5) 5 (25,0 3 (15,8)
MVRA solo a ITINAN 5 (12,8) 3 (15,0 2 (10,5
Alguna mutacion a ITINAN 18 (46,2) 10 (50,0) 8 (42,1)
K103N 9 (23,1 5 (25,0 4 (21,1)
Y181C/1 11 (28,2) 6 (30,0) 5 (26,3)
G190A 7 (17,9 6 (30,0 1 (5,3)
MVRA solo a IP 7 (17,9 5 (25,0 2 (10,5
Alguna mutacion a IP 10 (25,6) 6 (30,0) 4 (21,1)
M461/L 6 (154 4 (20,0) 2 (10,5
V82A 3 (7,7 0 (0,0) 3 (15,8)
LI9OM 3 (7,7 1 (5,0 2 (10,5
ITIAN+ITINAN 16 (46,2) 9 (45,0 7 (36,8)
ITIAN+IP 1 (2,6) 0 (0,0) 1 (53)
ITIAN+ITINAN +IP 2 (5,1) 1 (5,0) 1 (5,3)

N: Numero de pacientes, MVRA: Mutaciones de vigilancia de la resistencia a los ARVs,
ITIAN: Inhibidores de la transcriptasa inversa andlogos de nucledsidos, ITINAN:
Inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de nucledsidos, IP: Inhibidores de la
proteasa.

Las mutaciones mas frecuentemente observadas en la region de la TI, relacionadas con la

resistencia a los ITIAN y los ITINAN fueron: M184V/I (46,2%, 18/39), Y181C/T (28,2%,
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11/39), T215Y/I/S/D (25,6%, 10/39), K103N (23,1%, 9/39), K219Q/E/N/R (20,5%, 8/39),
D67N/G y G190A (17,9%, 7/39), y M41L (15,4%, 6/39). Dentro de la PR la M46I/L fue la
mutacion mas frecuente (15,4%, 6/39), seguida de la LOOM y la V82A (7,7%, 3/39).

La frecuencia de las mutaciones de resistencia fue ligeramente mayor en los individuos
cronicamente infectados que en los de diagnostico reciente, excepto para la M461/L (Tabla
10). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en la frecuencia de las
mutaciones de resistencia entre ambos grupos.

En Cuba se lograron grandes avances en la disminucion de la morbilidad y la mortalidad
relacionada con el VIH/SIDA, gracias al acceso universal y gratuito a la TARVAE. Las
pruebas de resistencia a los ARVs no estuvieron disponibles en Cuba hasta mayo del afio
2009. Por lo tanto, un nimero sustancial de pacientes con fallo viroldégico pudieran haber
sido tratados con regimenes terapéuticos sub-Optimos durante periodos de tiempo
prolongados. Su evolucion clinica pudo afectarse por la aparicion de resistencia del VIH-1
a los medicamentos.

La frecuencia de las mutaciones de resistencia en individuos no tratados que se observo en
el presente estudio es superior a la que se encontr6 en los estudios previos realizados en
Cuba. Pérez y cols., en el afio 2003, efectuaron un estudio en muestras de pacientes
cubanos sin TARVAE previa y observaron una frecuencia baja de mutaciones de
resistencia a los ITIAN, sin evidencia de mutaciones de resistencia a ITINAN ni a IP (19).
Machado y cols. entre los afios 2009-2011, observaron una frecuencia moderada de las
mutaciones de resistencia a ITIAN y a ITINAN, mientras que informaron una frecuencia
baja de las mutaciones de resistencia a IP (205). Ademads, encontraron una frecuencia alta
de las mutaciones de resistencia a ITIAN y a IP. Sin embargo, la frecuencia de las
mutaciones de resistencia a los ITINAN sigue siendo moderada, pero superior a los
informes anteriores (19, 205). Los resultados del estudio actual, en comparacion con
estudios previos, indicaron una tendencia creciente en la frecuencia de las mutaciones de
resistencia a la TARVAE.

Los resultados de este trabajo también informan una frecuencia mayor de las mutaciones de
resistencia en Cuba en individuos sin tratamientos anteriores, en comparacion con los
paises del Caribe, México y América Central, sobre la base de los informes mas recientes.

Myers J.E. y cols. senalaron que la emergencia de la resistencia del VIH-1 a los ARVs es
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una consecuencia preocupante de la escalada global de disponibilidad de la TARVAE.
Estos autores, investigaron en Republica Dominicana la resistencia transmitida y
encontraron que la prevalencia de la transmisién de mutaciones de resistencia a los ITIAN
y a los ITINAN fue solo de 1,0% y 6,8 % respectivamente (258). Barrow y cols. realizaron
un estudio acerca de este tema en Jamaica, y encontraron una prevalencia moderada de
resistencia transmitida que alcanzé un 9,7% (259). En México, Escoto-Delgadillo y cols.
estudiaron la resistencia del VIH-1 a los ARVs entre los afios 2005 y 2015 en individuos
sin tratamiento. Como resultado observaron que en esos diez afos no se han producido
cambios sustanciales en la prevalencia de resistencia transmitida, la cual se ha mantenido
alrededor del 7,4% (260). Avila-Rios y cols, realizaron un estudio en Guatemala en el afio
2015 donde observaron que las mutaciones de resistencia transmitida (156), estaban
presentes en el 7,3% de las muestras estudiadas (261). En un estudio realizado en El
Salvador por Holguin y cols. la prevalencia de las mutaciones de resistencia transmitida fue
de 5,7% (262). Avila-Rios y cols. en el afio 2015, investigaron la prevalencia de la
resistencia a los ARVs en Honduras y observaron valores de resistencia en individuos no
tratados muy similares a los encontrados en esta investigacion (11,5%) (263). Mendoza y
cols. en el afio 2016 informaron que en Panama la prevalencia de resistencia en individuos
no tratados era de un 9,2% (264).

Actualmente las guias de la OMS establecen que debe realizarse la vigilancia de la
resistencia del VIH a los ARV en individuos que inician el tratamiento, para definir la
terapia de primera linea en cada pais (265). La realizacion de esos estudios requiere una
seleccion aleatoria y representativa de las muestras. Sin embargo, el estudio actual se
realizé antes que la OMS estableciera esas pautas y no cumple con estos requerimientos, lo
cual constituye una limitacion del mismo.

Machado y cols., en el afio 2019, publicaron un estudio que cumple las recomendaciones de
la OMS para la vigilancia de la resistencia del VIH-1 a los ARVs en individuos sin
tratamiento previo. Los autores estudiaron la resistencia del VIH-1 a los ARV en individuos
no tratados en Cuba y observaron una prevalencia casi tres veces mayor a la encontrada en
el presente estudio (29,8%) (221). Los resultados de la presente investigacion y los
obtenidos por Machado, L y cols., resaltan la importancia de seguir las orientaciones

actuales de la OMS para realizar los estudios de vigilancia de la resistencia a los ARV.
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Aunque también pudiera reflejar un incremento en la resistencia transmitida ya que el
periodo que estudiaron Machado y cols. fue de enero a junio del afio 2017 (221).
IV.2.4.Mutaciones de resistencia a los ARVs en pacientes con tratamiento.

El 89,6% (523/584) de los pacientes estudiados estaban infectados con virus resistentes a
alguno de los ARVs que se emplean en la TARVAE en Cuba y el 80,0% (467/584) tenian
al menos una mutacion de resistencia a los ITIAN. Las mutaciones mas frecuentes a esta
clase de ARV fueron: M184V/I (75,9%, 443/584), T215Y/F (37,3%, 218/584), M41L
(25,7%, 150/584), D67N (24,0%, 140/584), K219Q/E (22,9%, 134/584), K70R/E (21,2%,
124/584) y la L210W (13,7%, 80/584). Las mutaciones de resistencia a los ITINAN
estaban presentes en el 71,4%(417/584) de los pacientes. Las mas frecuentes fueron la
K103N/S (28,6%, 167/584), Y181C/I/V (26,4%, 154/584), G190S/A (21,7%, 127/584),
KI101P/E/H (11,0%, 77/584) y la H221Y (10,8%, 63/584). El 31,7% de los pacientes
(185/584) tenian mutaciones de resistencia a los IP, las mas comunes fueron la L9OM
(16,3%, 95/584), M461/L (15,9%, 93/584) y la V82A/T/F/S (10,3%, 60/584) (Tabla 11).

En los pacientes que no respondian a la TARVAE de primera linea, se observaron
mutaciones asociadas con los ITIAN, ITINAN e IP en el 74,4% (131/176), 69,9%
(123/176) y el 9,7% (17/176) de las muestras, respectivamente. En los que no respondian al
tratamiento de segunda linea, las frecuencias de mutaciones fueron del 79,2% (114/144), el
72,2% (104/144) y 31,9% (46/144), respectivamente. En los que se expusieron a 3 o0 mas
regimenes de tratamiento, estos valores aumentaron a 84,1% (222/264), 72,0% (190/264) y
60,2% (122/264), respectivamente (Tabla 11).

La frecuencia de las mutaciones de resistencia a cualquier clase de farmacos fue
significativamente mayor en los pacientes expuestos a tres o0 mas regimenes de tratamiento
(p=0,0149; OR=2,1; IC: 1,1-3,8). Las mutaciones de resistencia a ITTAN+ITINAN se
observaron mas frecuentemente en los pacientes expuestos a dos tratamientos (p=0,0017;
OR=2,0; IC: 1,3-3,2). Lo mismo se detectd para las mutaciones de resistencia a ITTAN-+IP
(p=0,0000; OR=14,2; IC: 6,6-30,5) y para las mutaciones de resistencia a las tres familias
de ARVs (p=0,0067; OR: 2,0; IC: 1,2-3,4). Para las mutaciones de resistencia a los ITTAN,
ITINAN y a los IP, se observaron diferencias significativas entre la frecuencia en los
pacientes expuestos a 1 o 2 terapias en comparacion con los tratados con > 3 regimenes

(p<0,001).
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Algunas mutaciones a ITTAN aumentaron significativamente su frecuencia de observacion
en los individuos expuestos a dos regimenes de terapia en comparacion con los expuestos a
un régimen. La M41L aument6 de 17,6% (31/176) a 27,1% (39/144; p=0,0415; OR=1,7;
IC: 1,0-3,0), D67N del 12,5% (22/176) al 22,9% (33/144; p=0,0140; OR=2,1; IC: 1,2-3,8)
y la L74V desde el 1,7% (3/176) hasta el 11,1% (16/144; p=0,0010; OR=7,2; IC: 2,1-25,3).
Ademas la T215Y/F aument6 del 27,3% (59/176) al 41,0% (48/144; p=0, 0098; OR=1,9;
IC: 1,2-3,0) y la K219Q/E de 13,1% (23/176) a 21,5% (31/144; p=0,0444; OR: 1,8; IC: 1,
0-3,3). Las mutaciones K70R/E y L210W aumentaron significativamente de 14,2%
(25/176) y 8,0% (14/176) en la primera linea hasta 25,4% (67/264; p=0,0047; OR=2,1; IC:
1,2-3,4) y 17,0% (45/264; p=0,0061; OR=2.,4; 1C: 1,3-4,5) después de la tercera linea,
respectivamente (Tabla 11).

El niimero de pacientes infectados con virus con mutaciones de resistencia a los ITINAN
no aumento6 significativamente después de 2 o >=3 regimenes de tratamiento. Sin embargo,
la frecuencia de la mutacion K103N/S fue significativamente mayor (p=0,0402; OR: 1,6;
CI: 1,0-2,4) en los pacientes expuestos a 3 o mas regimenes (33,0%, 87/264). Lo mismo se
observo para la mutacion V1081 (23,7%; 42/176; p=0,0049; OR=3,0; IC: 1,4-6,7) (Tabla
11).

Sélo tres mutaciones asociadas a la resistencia del VIH-1 a los IP aumentaron
significativamente su frecuencia de aparicion después del segundo fallo terapéutico.
D30N aument6 del 0,0% (0/176) al 7,6% (11/144; p=0,0009; OR=30,4; CI 1,8-520,6),
184V del 0,6% (1/176) al 4,9% (7/144; p=0,0452; OR=6,4; IC: 1,1-37,4) y LOOM del 5,1%
(9/176) al 13,9% (20/144; p=0,0071; OR=2,9, IC 1,3-6,5). Otras aumentaron
significativamente después de 3 o mas regimenes, V32I desde el 0,6% (1/176) al 4,5%
(12/264; p=0,0335; OR=8,3; IC:1,1-64,7), M46l/L de 5,1% (9/176) a 26,5% (70/264;
p=0,0000; OR=7,0; IC:3,2-13,8), 147V/A de 0,0% (0/176) a 6,8% (18/264; p=0,0016;
OR=26,5; IC:1,6-442,5), ISOL/V de 0,6% (1/176) a 5,3% (14/264; p=0,0220; OR=6,8;
IC:1,2-36,8), I54L/M de 0,0% (0/176) a 9,5% (25/264; p=0,0001; OR=37,6;1C:2,3-621,5),
V82A/T/F/S de 3,4% (6/176) a 17,0% (45/264; p=0,0000; OR=5,4; 1C:2,03-12,07), 184V
desde el 0,6% (1/264) hasta el 13,6% (36/264; p=0,0000; OR=18,7; 1C:3,6-96,8) y LOOM
del 5,1% (9/176) al 25,0% (66/264; p=0,0000; OR=5,9, IC:2,9-12,0) (Tabla 11).
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Como parte del Plan de Accion Global para el enfrentamiento de la resistencia del VIH a
los ARVs, la OMS recomienda la vigilancia de la resistencia adquirida a los medicamentos
en dos momentos diferentes. El primero es el punto de tiempo temprano, que incluye a las
personas que han estado bajo TARVAE durante 12 (£3) meses y el segundo es el punto de
tiempo tardio, que incluye a personas que han estado bajo TARVAE por 48 meses 0 mas.
Sélo 17 (2,9%) individuos en nuestra base de datos cumplen los criterios para el punto de
tiempo temprano, este numero de individuos es demasiado bajo, por lo que carece de valor

para cualquier apreciacion estadistica en el presente estudio.
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Tabla 11: Frecuencia de las mutaciones de resistencia del VIH-1 a los ARVs, en pacientes
que no responden al tratamiento entre los afios 2009-2014.

. .Y . . Py
Mutaciones Total [N (%)] l?x'posmlon pre\’lla a la terapia N (%)
1 régimen 2 regimenes >3 regimenes
584 (100) 176 (100) 144 (100) 264 (100)

ITIAN
Alguna mutacion a ITIAN 467 (80,0) 131 (74,4) 114 (79,2) 222 (84,1)
M41L 150 (25,7) 31(17,6) 39 (27,1) 80 (30,3)
K65R/E/N 17 (2,9) 5(2.,8) 1(0,7) 11 (4,2)
D67N 140 (24,0) 22 (12,5) 33(22,9) 85(32,2)
K70R/E 124 (21,2) 25 (14,2) 32 (22,2) 67 (25,4)
L74V 53(9,1) 3(1,7) 16 (11,1) 34 (12,9)
V751 21 (3,6) 7 (4,0) 4 (2,8) 10 (3,8)
F77L 8(1,4) 0 (0,0) 0 (0,0) 8 (3,0)
Y115F 16 (2,7) 2(1,1) 2(1,4) 12 (4,5)
F116Y 6 (1,0) 0(0,0) 1 (0,7) 5(1,9)
Q151M 12 (2,1) 1 (0,6) 2(1,4) 934
M184V/1 443 (75.,9) 126 (71,6) 107 (74,3) 210 (79,5)
L210W 80 (13,7) 14 (8,0) 21 (14,6) 45 (17,0)
T215Y/F 218 (37,3) 48 (27,3) 59 (41,0) 111 (42,0)
K219Q/E 134 (22,9) 23 (13,1) 31 (2L,5) 80 (30,3)

ITINAN
Alguna mutacion a ITINAN 417 (71,4) 123 (69,9) 104 (72,2) 190 (72,0)
L1001 10 (1,7) 0 (0,0) 32,1 7(2,7)
K101E/P 64 (11,0) 22 (12,5) 15 (10,4) 27 (10,2)
K103N/S 167 (28,6) 42 (23,9) 38 (26,4) 87 (33,0)
V106M/A 36 (6,2) 17 (9,7) 7(4,9) 12 (4,5)
V1081 49 (8,4) 8 (4,5) 8 (5,6) 33 (12,5)
E138A/G/K/Q 38 (6,5) 14 (8,0) 13 (9,0) 11 (4,2)
V179L 1(0,2) 0(0,0) 1 (0,7) 0 (0,0)
Y181C/1/V 154 (26,4) 44 (25,0) 39 (27,1) 71 (26.,9)
Y188L/H 17 (2,9) 3(1,7) 4(2,8) 10 (3,8)
G190S/A 127 (21,7) 33 (18,8) 35(24,3) 59 (22,3)
H221Y 63 (10,8) 22 (12,5) 14 (9,7) 27 (10,2)
P225H 12 (2,1) 2(1,1) 3(2,1) 7(2,7)
M2301/L 9(1,5) 3(1,7) 3(2,1) 3(1,1)

1P
Alguna mutacion a IP 185 (31.7) 17 (9.7) 46 (31.9) 122 (46.2)
D30N 17 (2,9) 0 (0,0) 11 (7,6) 6(2,3)
V321 16 (2,7) 1 (0,6) 32,1 12 (4,5)
M46l/L 93 (15,9) 9.1 14 (9,7) 70 (26,5)
147V/A 22 (3,8) 0 (0,0) 4(2,8) 18 (6,8)
G48V 8(1,4) 0(0,0) 1 (0,7) 7(2,7)
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150L/V 17 (2,9) 1(0,6) 2(1,4) 14 (5,3)

154L/M 29 (5,0) 0(0,0) 4(2.,8) 25(9,5)
QSSE 18 (3,1) 2(1,1) 4(2.,8) 12 (4,5)
T74P 7(1,2) 0(0,0) 0(0,0) 7(2,7)
L76V 10 (1,7) 0(0,0) 2(1,4) 8 (3,0)
V82A/T/F/S 60 (10,3) 6 (3,4) 9(6,3) 45 (17,0)
N83D 3(0,5) 0(0,0) 1(0,7) 2(0.,8)
184V 44 (7,5) 1(0,6) 7 (4,9) 36 (13,6)
N88S 3(0,5) 3(1,7) 0(0,0) 0(0,0)
L90M 95 (16,3) 9(5,1) 20 (13.,9) 66 (25,0)
Alguna 523 (89,6) 149 (84,7) 131(91,0) 243 (92,0)
Alguna ITIAN+ITINAN 388 (66,4)  84(47,7)  94(653) 61 (23,1)
Alguna ITIAN+IP 244 (41,8)  8(4,5) 60 (41,7)  27(10,2)

Alguna ITIANHITINAN+IP 194 (332)  32(182) 45(313) 117 (44,3)

N: nimero de pacientes, ITIAN: inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de
nucledsidos, ITINAN: inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de nucleosidos,
IP: inhibidores de la proteasa.

En los pacientes tratados, se detectd una frecuencia muy alta de mutaciones asociadas a la
resistencia a los ITIAN, los ITINAN y los IP (80,0%, 71,4% y 48,5%, respectivamente).
Esto pudiera deberse a la falta de potencia de la combinacion de la TARVAE empleada o a
la adquisicion de virus resistentes a los medicamentos (94, 266).

Las mutaciones de resistencia a ITTAN mas frecuentes fueron la M184V/I, que se asocia al
tratamiento con 3TC (267) y la T215Y/F, que se selecciona por los anélogos de la timidina,
como el AZT y el d4T (268, 269). Las mutaciones de resistencia a los ITINAN mas
frecuentes fueron la K103N/S, que se selecciona por el EFV y confiere resistencia alta a la
NVP (126), seguida de la G190S/A, que también confieren resistencia a la NVP (270, 271).
En lugares con amplios recursos, la frecuencia alta de la K103N se asocia con fallo a la
terapia con EFV (126), pero este ARV no es muy utilizada en Cuba (en este estudio solo el
9,2% de los pacientes tratados la utilizaron). Sin embargo, la NVP es el principal ITINAN
utilizado en Cuba, porque se produce en el pais y también puede seleccionar esta mutacion.
Es preocupante la alta frecuencia de la mutacion V82A que es seleccionada por el ritonavir
y puede producir el fallo al tratamiento con la mayoria de los IP (272). Estos resultados
eran esperados, ya que los medicamentos antes mencionados son muy utilizados en Cuba

para la primera y segunda linea de tratamiento.
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Es alarmante la frecuencia alta de las mutaciones K101E/P y H221Y (12,3% y 10,1%
respectivamente), porque ambas confieren resistencia y han sido asociadas con la
disminucion de la susceptibilidad del VIH-1 a la RPV (273). En Cuba este ARV no se
emplea en ninguna linea de tratamiento ni como terapia de rescate, por lo tanto, esto pone
en peligro el empleo de esta droga en el futuro (126). En estudios anteriores, Azijn y cols.
informaron que la mutacion K101P reduce la susceptibilidad del VIH-1 a la RPV en
aproximadamente 50 veces y que confiere resistencia cruzada a todos los ITINAN (273).
Sin embargo, esta mutacion no se observdé comunmente en los pacientes que recibieron
tratamiento con este ARV en el afio 2011 durante los ensayos clinicos de fase 3 ECHO
realizados por Molina y cols. (274). Tampoco en los ensayos clinicos TRIVE, realizados
por Cohen y cols. (275). La mutacion K101E reduce la susceptibilidad a la RPV entre 2,5 y
3 veces y ocurre comunmente en los pacientes que se encuentran recibiendo TARVAE con
la RPV (126, 273-275). Por su parte, la mutacion H221Y es una mutacidn accesoria que por
si sola tiene efectos minimos en la susceptibilidad del VIH-1 a los ITINAN y se selecciona
frecuentemente por la TARVAE que contenga ritonavir (276-279). Esta mutacion se
detect6 tanto en los ensayos clinicos de fase 3 mencionados anteriormente como en los
estudios de caracterizacion genotipica y fenotipica realizados por Rimsky y cols. en el afo
2012 (274-276).

IV.2.5.Resistencia adquirida en los pacientes expuestos a la terapia.

Los promedios de resistencia adquirida a los ITIAN, los ITINAN y a los IP que se
observaron fueron del 52,7%, 54,7% vy 21,4%, respectivamente (Figura 6B). Estos
promedios aumentaron significativamente a los ITIAN (p <0,0001) y los IP (p <0,0001) en
los pacientes que habian fallado a mas de dos regimenes de tratamiento ARV (Figura 6B).
Los niveles mas altos de resistencia a los ITIAN se detectaron para el 3TC/FTC (76,9%) y
el ABC (50,2%); en los ITINAN fueron para la NVP (71,2%) y el EFV (70,9%); en los IP
fueron al NFV (31,8%), SQV/r (26,4%) y al IDV (25,0%) (Figura 6A).

Se detecté RCC a los ITIAN, los ITINAN y a los IP en el 21,2%, el 32,4% y el 8,0% de las
muestras estudiadas, respectivamente. La RCC también se incrementd significativamente
para los ITIAN y los IP después de dos fallos a los regimenes de terapia (p = 0,0001 y p

<0,0001, respectivamente). La RMA se observo en el 4,1% de los pacientes y se
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increment6 significativamente después del fallo con dos regimenes de terapia (p = 0,0017)
(Figura 6B).

Se observd una disminucion significativa de la RCC-ITIAN y la RCC-IP, mientras que la
RCC-ITINAN mostré un comportamiento de aumento y disminucion a través del tiempo.
El analisis estadistico demostré que la RCC-ITTIAN disminuy¢ significativamente, desde el
37,6% en el ano 2009 hasta el 9,5% en el 2014 (OR=0,74, IC del 95%: 0,70-0,82;
p<0,001). La RCC-IP también tuvo una disminucion significativa entre el afio 2009 y el
2012, del 24,7% al 0,8% (OR=0,80, IC del 95%: 0,71-0,89; p <0,001), respectivamente.
Cuando se estudio6 la resistencia de cada farmaco en cada clase, se obtuvieron resultados
similares a los observados para la resistencia a IP (p <0,001) (Figura 6C). La resistencia a
los IP disminuy6 a partir del afio 2009 hasta el 2013, y luego se increment6 en el afio 2014.
Esto pudiera deberse al aumento en la prescripcion de IP en los ultimos afios, la que era
mas alta en el afio 2014 que en los afios 2012 y 2013. Por otra parte, del afio 2009 al 2012,
se observd una tendencia significativa a la disminucion de la frecuencia de la RMA. Hasta
diciembre del afio 2009 doce pacientes (12,6%) estaban infectados con un virus
multidrogorresistente, mientras que a finales del afio 2011 la frecuencia de virus con RMA

disminuy6 al 2,3% (OR=0,80, IC del 95%: 0,69-0,93; p=0,003) (Figura 6C).
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Figura 6: Resistencia del VIH-1 a los antirretrovirales entre los afos 2009-2014.
Porcentaje de resistencia A: a cada antirretroviral. B: a cada clase de antirretroviral y de
cada tipo de resistencia multiple segun el numero de regimenes de terapia. C: multiple y a
cada clase de antirretroviral. RCC: resistencia de la clase completa. RMA: resistencia a
multiples antirretrovirales. ITTAN: inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de
nucleotidos. ITINAN: inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de nucleotidos.
IP: inhibidor de la proteasa.
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Los niveles de resistencia mas elevados se observaron para el 3TC/FTC, AZT/d4T, ABC,
NVP, EFV, NFV, SQV/r, IDV/r y el LPV/r. Estos resultados se esperaban porque
concuerdan con los medicamentos que mas se emplearon por los pacientes en el momento
que se les indicaron los ensayos genotipicos de resistencia. Ademas, estos medicamentos
forman parte de las combinaciones de ARVs que mas se utilizan en la TARVAE en Cubay
pudieron haberse utilizado por los pacientes en regimenes de terapia anteriores.

En el presente estudio, la resistencia que se observo a los ITIAN, los ITINAN y a los IP fue
superior a la que informaron Pérez y cols. en una investigacion realizada en Cuba en el afio
2007 (19). Los niveles de resistencia a los ITIAN y los ITINAN que se detectaron en la
investigacion actual son superiores a los que detectaron Choi, J. Y. y cols. en un estudio en
Corea del Sur en el 2014. Sin embargo, la frecuencia de la resistencia a los IP fue similar en
ambas investigaciones (280). Ademas, tanto la resistencia multiple a los ARV como la
individual por medicamentos que se observaron en esta investigacion son superiores a las
que informaron Memarnejadian, A. y cols. en el afio 2019 en un estudio realizado en Iran.
Los autores observaron valores elevados de resistencia a los ITIAN e ITINAN, pero bajos a
los IP. Atribuyeron estos resultados a la amplia utilizacién de los ITTAN+ITINAN pero
resaltan que el empleo de los IP es reciente en ese pais (281). Los niveles elevados de
resistencia detectados en la investigacion actual son superiores a los que observaron
Assoumou, L. y cols en un estudio nacional realizado en Francia en el afio 2013. Los
autores relacionan sus resultados con el empleo de medicamentos ARVs con barrera
genética alta (282). Un meta-analisis realizado a partir de investigaciones desarrolladas en
China evidenci6é niveles elevados de resistencia a los ITIAN, ITINAN y a los IP. Se
plantea por los autores del estudio, que la causa de tales resultados puede ser el extenso
empleo en ese pais de ARVs con barrera genética baja (283).

De manera general, la resistencia que se observé en este estudio es alta para los ITIAN, los
ITINAN y los IP. Sin embargo, este analisis mostr6 una tendencia significativa a la
disminucion en el tiempo de la RCC a los ITIAN, los IP y la RMA. Esto pudiera ser
consecuencia de la seleccion de los pacientes para la prueba de resistencia. En los primeros
afos de la aplicacion de los ensayos genotipicos de resistencia en Cuba, se seleccionaron
pacientes con fallo a varios regimenes de terapia con mayor prioridad. Sin embargo,

después del afio 2011 se aplicaron a pacientes que iniciaban la TARVAE o a todos los que
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tenian fallo al primer régimen de tratamiento. Esto pudo hacer que los niveles de resistencia
detectados en los primeros afios de la aplicacion de ensayos genotipicos de resistencia
fueran mayores. La disminucién de la resistencia también pudiera reflejar el mejor manejo
clinico de los pacientes que reciben la TARVAE. Ademads, puede ser consecuencia de la
mayor experiencia de los virélogos en la interpretacion de los ensayos genotipicos de
resistencia, lo que resulta en un aumento de la efectividad de la TARVAE (165).

La disminucion de la resistencia que se observo en el presente estudio estd en concordancia
con la tendencia que se informa en los afios recientes en los paises desarrollados del
Occidente de Europa y de América del Norte. Vercauteren y cols. en el afio 2013,
realizaron un estudio en Portugal, en el cual observaron que la resistencia multiple a los
ARVs disminuy6 significativamente en ese periodo (266). Franzetti y cols. en el 2014
observaron que las mutaciones asociadas con la resistencia a los ITIAN, ITINAN y a los IP
disminuyeron significativamente (p<0,001) en Italia entre los afios 2003 y 2012 (284).
Schmidt y cols. en el 2014 estudiaron muestras de una cohorte en Alemania para estimar la
tendencia de la resistencia transmitida y adquirida entre esos afios. Como resultado
observaron que la prevalencia de la resistencia adquirida entre los pacientes tratados fue
relativamente baja. Sin embargo, informaron una disminucion significativa (p<0,001) de la
resistencia a los ARVs entre los afios 2001 y 2011 (285).

Aldous y cols. en el afio 2017 estudiaron la resistencia adquirida y la tendencia de la misma
en Washington, Estados Unidos, entre los afos 1994 y 2014 y observaron que el 40,5% de
los pacientes estudiados presentaban resistencia adquirida a la TARVAE. Sin embargo,
también observaron una disminucion significativa de la resistencia adquirida a los ITIAN
entre los anos 2008 y 2013 (p = 0,0004) (286). Rocheleau y cols. estudiaron la tendencia de
la resistencia del VIH-1 a la TARVAE en una cohorte en Canad4 y observaron que la
resistencia adquirida disminuy6 de un 39% (51/132) al 3% (8/322, p <0,0001) . Este
estudio a diferencia del presente involucré un numero mayor de pacientes y se realizd
durante casi veinte afnos (287).

IV.2.6.Distribucion de las mutaciones de resistencia entre los diferentes subtipos.
Como se observa en la tabla 12, la mutacion K65R de resistencia a los ITIAN fue
significativamente mas frecuente (p=0,001; OR: 10,733; 95% IC: 3,303 — 34,873) en
muestras de individuos tratados con 3TC e infectados con VIH-1 del subtipo C (n=34).
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Ademas, entre los pacientes bajo tratamiento con AZT o d4T, infectados con la forma
recombinante compleja de origen cubano FRC19 cpx (n=19) se observd la mutacion
L210W (n=15) con una frecuencia mayor (p=0,007; OR: 2,479; 95% IC: 1,260 — 4,878).
La mutaciéon K101E (n=3) que confiere resistencia a los ITINAN se observd con mayor
frecuencia (p=0,037; OR: 6,636; 95% IC: 1,285 — 34,267) en individuos tratados con NVP
e infectados con el subtipo C (n=6). Finalmente, la mutacion 147V/I (n=4), de resistencia a
los 1P, se detect6 con mayor frecuencia (p=0,029, OR: 6,4, 95% 95% IC: 1,338 — 30,606)
en individuos tratados con LPV/r infectados con formas recombinantes FRC BG (n=10).

Tabla 12: Mutaciones de resistencia en las variantes genéticas detectadas en los pacientes
que no responden al tratamiento.

Subtipo (n) TARVAE Mutacion (n) Valor de p* OR (IC 95%)
ITIAN

C (34 3TC K65R (5) 0,001 10,733 (3,303-34,873)

FRC 19 _cpx (68) AZT o d4T L210W (15) 0,007 2,479 (1,260-4,878)
ITINAN

C (6) NVP KI01E (3) 0,037 6,636 (1,285-34,267)
1P

FRC(20,23,24) BG (10) LPV/r 147V (4) 0,029 6,4 (1,338-30,6006)

N: niimero de muestras. ITIAN: inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de
nucleodsidos, ITINAN: inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de nucleésidos,
IP: inhibidores de la proteasa, OR: Odds Ratio, IC: Intervalo de confianza, Valor de p*:
Prueba de chi cuadrado de Pearson con correccion de continuidad de Yates.

Actualmente, la susceptibilidad de los diferentes subtipos del VIH-1 a los medicamentos
ARVs es objeto de mucha atencion. Sin embargo, a nivel mundial son escasos los datos de
secuenciacion de la PR y la RT de los subtipos no-B, por lo tanto, se recomienda una mayor
investigacion sobre este tema.

En el presente estudio, el hallazgo de que la mutacion K65R se detectdé mas frecuentemente
en individuos infectados con el subtipo C del VIH-1 es consistente con estudios previos
(288-292). Brenner y cols. en el afio 2006, informaron que las variantes virales del subtipo
C desarrollan rapidamente la mutacion K65R, que confiere resistencia al TDF vy
recomiendan utilizar con mucho cuidado los regimenes de TARVAE con este ARV (292).
En el afio 2006, Doualla-Bell y cols. analizaron los genotipos de la transcriptasa inversa de
muestras de virus del subtipo C y observaron que en los pacientes infectados con este
subtipo se incrementa la probabilidad de tener la mutacion K65R (289). Estos autores, en

otro estudio, sugirieron que las variantes virales del subtipo C que circulan en Bostwana
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desarrollaron resistencia mediante mecanismos especificos del subtipo viral (290).
Posteriormente, Coutsinos y cols. en el afio 2009, propusieron que la seleccion de la
mutacion K65R se producia mediante un mecanismo dependiente de la secuencia
nucleotidica de los codones 64, 65 y 66 del subtipo C (291).

Theys y cols. en el afio 2013, publicaron una investigacion en la que compararon la
prevalencia de la mutacion K65R en muestras de virus de los subtipos A, B, C, F, Gy
FRCO02_AG, obtenidas de individuos expuestos a una TARVAE que incluia el TDF. Ese
estudio concluy6 que la seleccion de la mutacion K65R fue significativamente mayor en
muestras de individuos infectados con el subtipo C del VIH-1 que recibieron tratamiento
con un esquema de TARVAE que incluia TDF (293). Sin embargo, la seleccion de esta
mutacion también pone en riesgo la terapia con todos los ITIAN excepto el AZT, si se tiene
en cuenta que esta mutacion también induce resistencia cruzada a todos los ITIANs (126).
Skosana y cols. en el afio 2015 informaron una prevalencia alta de la mutacion K65R en los
pacientes infectados con el subtipo C del VIH-1 que estaban fallando a los regimenes de
terapia de primera linea basados en TDF. Los autores sefialan que su trabajo demuestra que
la frecuencia de la mutacion K65R es mayor en los pacientes sudafricanos infectados con el
subtipo C al compararlos con paises en los que no predomina el subtipo C (288).

La mutacion L210W se observé en una frecuencia significativamente mayor en individuos
infectados con la forma recombinante compleja de origen cubano FRC19 cpx que estaban
bajo la presion selectiva del tratamiento con AZT o d4T. Esto tiene implicaciones
importantes en la aplicacion de los regimenes de TARVAE basados en los ITIAN en Cuba.
Es importante resaltar que la forma recombinante FRC19 cpx es la segunda variante
genética que se observo con mas frecuencia en estudios previos de la epidemia cubana de
VIH-1 (15, 206). Una investigacion publicada por Machado y cols. acerca de ese tema en el
ano 2012, inform6é un incremento significativo (p=0,016) en la proporcion de las
FRC19 cpx (206) comparado con una investigacion previa de Pérez y cols. en el 2006 (15).
En el afio 2015, Blanco y cols. estudiaron la variabilidad genética del VIH en Cuba, a partir
de los resultados obtenidos al secuenciar los tres genes mayores del virus (gag, pol y env),
obteniendo resultados diferentes de los informados anteriormente. En su estudio,

observaron que la mitad de las muestras eran del subtipo B del VIH-1. Sin embargo, solo el
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3,9%, el 2,0% y el 1,7% de las muestras pertenecian a las formas recombinantes
FRC19 cpx, FRC(20,23,24) BG y FRCI18 cpx, respectivamente (294).

Kouri y cols. en el afo 2015, informaron que la forma recombinante FRC19 cpx es una
variante evolutiva del VIH-1 que se asocia fuertemente con la progresion rapida a SIDA en
Cuba (16). Este descubrimiento confirma la importancia de la vigilancia de la variabilidad
genética del VIH y de su posible relacion con la clinica y la patogenia de esta enfermedad.
Resulta interesante que la mutacion K101E se haya observado con mayor frecuencia en los
individuos infectados con el subtipo C que se encontraban recibiendo tratamiento con NVP.
Es necesario resaltar que la emergencia de esta mutacion es suficiente para desarrollar
resistencia a terapias que contengan RPV (126). Rimsky y cols. observaron que, al determinar
el genotipo de las muestras obtenidas en los ensayos clinicos ECHO y TRIVE la sensibilidad
del VIH-1 a la RPV disminuia 2,4 veces en presencia de la mutacion K101E (276).
Este hallazgo pudiera indicar que el tratamiento con NVP a los individuos infectados con el
subtipo C, afecta el empleo futuro de la RPV como tratamiento de rescate en estos
pacientes. Imposibilitando asi el uso de esta droga de la clase ITINAN de ultima
generacion.

La frecuencia mas elevada de la mutacion 147V en los individuos infectados con las formas
recombinantes FRC(20,23,24) BG representa una desventaja para el empleo de las terapias
basadas en IP en Cuba. Esta mutacion, afecta negativamente los regimenes de TARVAE
que contengan DRV/r o LPV/r, debido a que su presencia es suficiente para producir
resistencia a estos medicamentos (126). La mutacion 147V, se considera una mutacion
mayor o principal para la resistencia a los medicamentos antes mencionadas, esto se debe
a que su presencia se asocio con la respuesta virologica disminuida a estos ARVs (126).
En el afio 2008, Descamps y cols. identificaron el efecto negativo de esta mutacién en la
respuesta virologica al DRV/r al estudiar las mutaciones asociadas con la respuesta
virolégica al DRV/r en individuos tratados con inhibidores de proteasa (295).

Cada vez existe mds evidencia de que la mutacion 147V se asocia con la resistencia de alto
grado al LPV/r. Friend, J y cols. en el afio 2004 informaron que esta mutacion se
seleccionaba después de 12 meses bajo tratamiento con LPV/r, produciéndose un aumento
en la carga viral. El ensayo fenotipico posterior reveld un aumento de 38 veces la

resistencia (296). Shafer y cols., en el afio 2008, comentaron que esta mutacion produce
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resistencia baja o intermedia al resto de los IP excepto al ATV y al SQV, aunque confiere

alto nivel de resistencia al DRV/ry al LPV/r (297).
La forma recombinante compleja FRC19 cpx y las FRC(20,23,24) BG circulan casi

exclusivamente en Cuba (13, 14, 20). Por tanto, se requieren estudios posteriores para

confirmar estos hallazgos.
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V. DISCUSION GENERAL



V. DISCUSION GENERAL.

Actualmente, las investigaciones internacionales persiguen un objetivo ambicioso pero
posible: poner fin a la epidemia de SIDA antes del afio 2030. Para lograr este objetivo, la
OMS se propuso la Estrategia 90-90-90, con la cual se logrard que mas del 72,9% de las
personas que viven con VIH en todo el mundo tengan supresion viral gracias a la
TARVAE, lo que hara mas dificil la transmision del virus (147). La causa principal del
fracaso de la TARVAE es la presencia de variantes resistentes, lo que impide que se logre
la supresion viral en los individuos que la reciben. Para que la TARVAE sea optima es
necesaria la vigilancia de la resistencia pre-tratamiento y la resistencia adquirida, mediante
la realizacion de las pruebas de resistencia (143, 147, 148).

Antes de la presente investigacion, no era posible realizar los ensayos genotipicos de
resistencia en Cuba, y las investigaciones cubanas sobre este tema se desarrollaban en
laboratorios fuera de Cuba. El ensayo genotipico de resistencia que se implementd en este
estudio permite guiar de manera efectiva la terapia del paciente, fortalece la vigilancia de la
resistencia a los ARVs y tiene una gran influencia en las estrategias de tratamiento para
lograr que la TARVAE sea 6ptima en Cuba (162). Contar con este ensayo genotipico es
imprescindible para lograr la supresion viral en el 90% de las personas bajo TARVAE, lo
cual es fundamental para alcanzar los objetivos de la estrategia 90-90-90 (119). Ademas
permite abordar los objetivos de trabajo del Plan de Accién Global y los del Plan
Estratégico Nacional para la Prevencion y el Control de las ITS, el VIH y las Hepatitis,
2019-2023.

La epidemia de VIH-1 en Cuba se caracteriza por una prevalencia baja (0,4%) que
contrasta con una diversidad genética elevada y con la circulacion de varios subtipos, sub-
subtipos, FRC y FRU (Registro Nacional de VIH 2020, Ministerio de Salud, Cuba). El
ensayo in-house determino el genotipo de muestras clinicas de casi todos los subtipos del
grupo M, varias FRC y FRU, por lo que puede emplearse para el seguimiento clinico
eficiente de los pacientes con fallo a la TARVAE en entornos de alta diversidad genética.
El estudio de este tema en nuestro pais es muy necesario por el impacto negativo que puede
tener en la sensibilidad de las técnicas de diagndstico, en el disefio de las vacunas y
medicamentos ARVs, asi como en la precision de los ensayos genotipicos de resistencia.

También es util para recabar informacion relacionada con la vigilancia de la emergencia y
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la transmision de las variantes de VIH resistentes a los ARVs en paises con una epidemia
de VIH de alta variabilidad genética.

En el presente estudio los subtipos no-B del VIH-1 fueron los mas prevalentes, lo cual
concuerda con la alta diversidad genética del VIH-1 en Cuba, que se demostrd en estudios
previos (19, 205), y contrasta con la alta proporcion de subtipo B en el Caribe (235, 236).
Se plantea que la expansion de las diferentes formas recombinantes pudo deberse a los
patrones de conducta sexual y a los habitos téxicos predominantes. Ademads, debe
considerarse la posibilidad de una mayor adecuacién evolutiva debido a una mayor
capacidad de replicacion y eficiencia de transmision, que pudieran representar una ventaja
evolutiva (15). Kouri y cols. en el afio 2015, encontraron que la FRC19 cpx presenta una
alta adecuacion evolutiva y plantearon que esta pudiera ser la causa de la frecuencia
elevada de la progresion rapida a SIDA en los pacientes con infeccion reciente en Cuba lo
que confirmo6 la importancia de la vigilancia de la variabilidad genética del VIH-1 en Cuba
(16).

La susceptibilidad de los diferentes subtipos del VIH-1 a los medicamentos ARVs es objeto
de mucha atencion. Sin embargo, en todo el mundo son escasos los datos de secuenciacion
de la PR y la RT de los subtipos no-B, por lo tanto, se recomienda una mayor investigacion
sobre este tema.

En Cuba se han realizado grandes avances en la disminucion de la morbilidad y la
mortalidad relacionada con el VIH mediante el acceso universal y gratuito a la TARVAE.
Debido a las circunstancias economicas en Cuba, las combinaciones de medicamentos mas
comunes para la primera y segunda linea de TARVAE al momento de realizarse este
estudio se reducian a seis ARVs genéricos de produccion nacional. Por tanto, un niimero
sustancial de pacientes con fallo virologico pudieran haberse tratado con regimenes
terapéuticos sub-optimos durante periodos de tiempo prolongados. De ese modo, su
evolucion clinica pudo afectarse por la aparicion de la resistencia del VIH-1 a los
medicamentos ARVs.

En el presente estudio se observo una frecuencia de mutaciones de resistencia en individuos
no tratados superior a la que se encontr6 en los estudios previos realizados en Cuba (19,
237) y en los paises del Caribe, México y América Central (156, 258-264). Ademas, la

frecuencia alta de mutaciones de resistencia a los ITIAN, ITINAN e IP, que se detectd en
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los pacientes tratados, evidencio la falta de potencia de las combinaciones de medicamentos
empleados en la TARVAE en el momento de realizar el presente estudio.

La mutacion L210W se observd en una frecuencia significativamente mayor en los
individuos infectados con la forma recombinante compleja de origen cubano FRC19 cpx
que estaban bajo la presion selectiva del tratamiento con AZT o d4T. La forma
recombinante FRC19 cpx es la segunda variante genética que con mayor frecuencia se
observo en los estudios previos de la epidemia cubana de VIH-1 (15, 206). Ademas,
recientemente un estudio realizado por Kouri y cols. inform6 que la forma recombinante
FRC19 cpx es una variante evolutiva del VIH-1 que se asocia con la progresion rapida a
SIDA en Cuba (16). Esto pudiera influir negativamente en la aplicacion de los regimenes
de TARVAE basados en los ITIAN en Cuba y en la evolucion clinica de los pacientes
infectados con la FRC19 cpx.

Es interesante que la mutacion K101E se haya observado con mayor frecuencia en los
individuos infectados con el subtipo C que se encontraban recibiendo tratamiento con NVP.
La emergencia de esta mutacion es suficiente para desarrollar resistencia a las terapias que
contengan RPV (126). Este hallazgo pudiera indicar que el tratamiento con NVP a los
individuos infectados con el subtipo C afecta el empleo futuro de la RPV como tratamiento
de rescate en estos pacientes. Lo que afecta el uso de este medicamento de la clase ITINAN
de ultima generacion.

Finalmente, la frecuencia mas elevada de la mutacion 147V en individuos infectados con las
formas recombinantes FRC(20,23,24) BG puede ser una desventaja para el empleo de las
terapias basadas en IP en Cuba. Principalmente pone en peligro los regimenes de TARVAE
que contengan DRV/r o LPV/r, debido a que la presencia de esta mutacion es suficiente
para producir resistencia alta a estos medicamentos (126). La forma recombinante compleja
FRC19 cpx y las FRC(20,23,24) BG son de origen cubano y circulan casi exclusivamente
en Cuba (13, 14). Por tanto, se requieren estudios posteriores para confirmar estos
hallazgos.

De manera general la resistencia que se observo en este estudio es alta para los ITIAN, los
ITINAN y los IP. Sin embargo, este andlisis mostrd una tendencia significativa a la
disminucién en el tiempo de la RCC para los ITIAN, los IP y la RMA. La disminucion

significativa de la resistencia a los medicamentos en Cuba pudiera ser una consecuencia de
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la seleccion de los pacientes para la prueba de resistencia. En los primeros afios de la
aplicacion de la prueba, se seleccionaron con mayor prioridad muestras de pacientes con
fallo a varios regimenes de terapia. Sin embargo, después del afio 2011 se aplicaron las
pruebas de resistencia genotipica a pacientes que iniciaban la terapia o a todos los que
tenian fallo al primer régimen de tratamiento. La disminucion de la resistencia también
pudiera estar reflejando el mejor manejo clinico de la TARVAE basandose en los
resultados del ensayo in-house. Otro factor pudo ser la mayor experiencia de los médicos y
los virdlogos en la interpretacion de los ensayos genotipicos de resistencia, lo que resulta en

un aumento de la efectividad de la TARVAE (165).
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CONCLUSIONES



CONCLUSIONES.

Se demostr6 que el ensayo genotipico in-house evaluado en este estudio es exacto y
aplicable a la determinacion de los subtipos y formas recombinantes mas frecuentes
en Cuba, asi como las mutaciones asociadas a la resistencia a los antirretrovirales.
Se confirm¢é la alta diversidad genética del VIH-1 en Cuba y se comprueba el
incremento de la circulacion de las formas recombinantes de origen cubano.

La frecuencia alta de las mutaciones de resistencia en los individuos no tratados y
en los pacientes bajo TARVAE, evidencido la necesidad de realizar ensayos
genotipicos de resistencia a los ARVs antes de iniciar o cambiar la TARVAE.

La disminucion de la resistencia a los ARVs en el tiempo en el presente estudio,
demostré un mejor manejo clinico de la TARVAE y una seleccion adecuada de los
casos, asi como la mayor experiencia de los médicos y los virdlogos para la
interpretacion de los ensayos genotipicos de resistencia.

La infeccion con algunas variantes genéticas recombinantes de origen cubano y la
exposicion a multiples regimenes de TARVAE se relacionaron con la frecuencia de

las mutaciones de resistencia del VIH-1 en Cuba.
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RECOMENDACIONES



RECOMENDACIONES

Participar en un programa externo de evaluacion de la calidad de los ensayos
genotipicos de resistencia del VIH a los ARVs.

Realizar estudios del genoma completo de las variantes genéticas de VIH mas
frecuentes en Cuba para profundizar en el conocimiento de su relacion con los
niveles y perfiles de resistencia a los antirretrovirales.

Realizar estudios fenotipicos que permitan profundizar en la patogenia de los

recombinantes cubanos del VIH-1 (FRC18 cpx, FRC19 cpx, FRC 20,23,24 BG).
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Anexo 2: Documento de consentimiento informado.

Por medio de la presente solicitamos su colaboracion, absolutamente voluntaria, para ser
incluido en este proyecto. El Sistema Nacional de Salud Cubano, cuenta con una amplia
cobertura en la atencion integral al paciente seropositivo al VIH (Institutos, Hospitales,
Sanatorios, etc). Sin embargo, a pesar de todas estas estrategias, se ha observado un
creciente nimero de personas que son diagnosticadas cuando ya se encuentran en etapa
sida, con una evolucion muy rapida de su enfermedad, a pesar del tratamiento ARV, por
esta razon, este estudio contribuird a esclarecer la enfermedad y a identificar posibles
marcadores que pudieran estar asociados a una rapida progresion a sida, con el objetivo de
encontrar una respuesta que nos permita reducir la tendencia creciente de este fendmeno en
nuestro pais. El resultado de este trabajo contribuird a elevar la calidad de vida de los
pacientes VIH/SIDA, servird de guia para el programa de lucha contra las enfermedades
VIH/SIDA, pues permitird predecir y en la medida de lo posible actuar a tiempo, en
aquellos pacientes que presenten factores asociados con evolucion rapida de la enfermedad,
de acuerdo a los elementos cientificos aportados. Para este estudio se necesitara una
extraccion de sangre, la que se realizara en presencia de monitoreo médico. La extraccion
de la sangre sera realizada en el laboratorio clinico de nuestra Institucion, por personal
autorizado y con experiencia en ese menester, y cumpliendo todas las normas ética y de
bioseguridad. La muestra de sangre obtenida para el estudio no serd empleada para realizar
ningun otro estudio ni prueba que no sea lo estrictamente estipulado en el presente
proyecto.

Los resultados obtenidos seran estrictamente confidenciales, por lo que seran de dominio
solo de los autores del estudio y de los sujetos participantes.

Respetando los principios de voluntariedad, los participantes estan en todo su derecho de
decidir si desean o no colaborar con el estudio y una vez en el, puede solicitar su exclusion
en cualquier etapa del mismo, si asi lo deseara. Esa decision sera respetada y no conlleva a
ninguna penalidad o pérdida de los beneficios, a los cuales tienen derecho. A cada uno de
los participantes se le informara el resultado de sus estudios en las diferentes fases del
proyecto hasta la conclusion final, y se les explicard el resultado si asi lo desean. Los
resultados de dichos estudios seran utilizados y publicados de forma anoénima. De acuerdo

con lo planteado en este documento, yo , estando en pleno
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uso de mis facultades, accedo a colaborar con este proyecto. Del mismo modo certifico que
participaré en dicho estudio de una forma absolutamente voluntaria, teniendo derecho a
conocer los resultados del examen a mi realizado. Certifico por la presente que autorizo a
las entidades sanitarias nacionales y/o extranjeras, al comité ético a que consulten los
informes hospitalarios que posean mi nombre, sin que por ello pierdan su caracter
confidencial.

Nombre y Apellidos del paciente y/o padre o tutor participante en el estudio:

Firma del paciente y/o padre o tutor participante en el estudio:

Nombre y Apellidos del testigo:

Firma del testigo:

Fecha: / / (Dia/Mes/Afo)

Yo: responsable del Protocolo de

Investigacion certifico por medio de la presente haberle explicado al paciente todo lo
relacionado con este estudio e igualmente certifico que el mismo ha participado de forma
absolutamente voluntaria en el ensayo.

Fecha:  / / (Dia/Mes/Aio) Firma
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Anexo 3: Modelo de recoleccion de informacion.

| —-Datos generales y variables sociodemogréficas:

1
2
3
4.
5
6

Historia Clinica:

Fecha de diagndsticode VIH: __ / /.

Edad al diagndstico de VIH: _ Edad Actual

Sexo: .

Colordelapiel:B_ N _M_ .

Nivel de escolaridad: ninguno__ primaria __ secundaria __ preuniversitaro o técnico

medio __ superior __.

[I-Variables epidemioldgicas:

7.
8.

Forma de contagio: Sexual: __ Vaginal Anal Parenteral: __.

Conducta sexual:

a.

b.

Numero de parejas sexuales en el dltimo afio. .

¢Mantiene relaciones sexuales paralelas con una o mds personas o
eventosfortuitos? Si__ No__

Practica relaciones sexuales siempre con condén .Si_ No_ .

Relaciones sexuales: Solo con personas del otro sexo__ solo con personas de
su sexo __ambos __.

Mantiene relaciones sexuales con otras personas seropositivas después del

diagnosticde VIH: Si: _ No:

[lI-Variables clinicas y de laboratorio:

9. Conteo de linfocitos T CD4 al diagnésticode VIH: % cel./mm3,

10. Valor de carga viral en el momento del diagndstico de VIH: ul/ml.

11. Antecedentes de manifestaciones clinicas de sindrome retroviral agudo: Si__ No__.

12. Causa definitoria de sida. Enfermedad oportunista . Cudl?

Conteo de linfocitos TCD4 < 200 Cual % cel./mm3 CV

13. Motivo por el cual se realizd serologia para VIH anterior y al

diagndstico
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Anexo 4: Chequeo de la contaminacién cruzada o la confusién de las muestras. Arbol
filogenético de maxima verosimilitud, utilizando el modelo de evaluacion de dos parametros de
Kimura. El soporte estadistico de los nodos se evalu6 mediante re-muestreo (bootstrapping)
empleando 1 000 réplicas. Se defini6 como grupo filogenético aquel que
estuviera apoyado por un valor de bootstrap >70%. Exactitud: Trueness-IH y —VS: son las
secuencias generadas por ambos ensayos, el “in-house” y el ViroSeq para evaluar la fidelidad
(trueness en verde); PC: Control Positivo; Reprod-A, -B and —C: Réplicas generadas para
evaluar la reproducibilidad (rojo); Repet-A, -B and -C: Réplicas generadas para evaluar la
repetitividad (azul).
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Anexo 5: Operacionalizacion de las variables:

Variable Tipo Operacionalizacion Descripcion
Edad Cuantitativa 15-20 Edad en afios
discreta 21-30 cumplidos.
31-40
>40
Sexo Cualitativa Femenino Segun sexo biolégico
nominal Masculino del individuo.
dicotémica
Orientacidn sexual Cualitativa -Heterosexual -Solo con personas del
nominal otro sexo.
-Homosexual -Solo con personas del
mismo sexo.
-Bisexual -Con personas de

ambos sexos.

CD4 al momento de la
toma de la muestra para
el estudio de la
resistencia

Cuantitativa
discreta

<25% <400 células/mm3 Riesgo
>25% >400 células/mm3 No riesgo

Valor del conteo de
linfocitos T CD4+ al
momento de solicitar el
estudio de resistencia.

Carga viral al momento

Cuantitativa

>1000 Ul/mm3 Riesgo

Valor de la carga viral al

de la toma de la muestra  discreta <1000 Ul/mm3 No Riesgo momento de solicitar el

para el estudio de la estudio de resistencia.

resistencia

Subtipo de VIH Cualitativa A, B,CD,F G, H,J, K, FRCy FRU Subtipo Viral que se
nominal identifica en la muestra

del paciente.

Numero de terapias Cuantitativa 1,2,30mas Numero de veces que
previas que ha utilizado discreta el paciente ha
el paciente cambiado de una
terapia a otra.
Mutaciones de Cualitativa Si tiene Presencia de
resistencia nominal No tiene mutaciones asociadas a
resistencia.
Nivel de resistencia Cualitativa Alta Niveles de resistencia a
nominal Intermedia las drogas ARVs,
Baja detectados en las

muestras de virus del
paciente.
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