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Abreviaturas y glosario de términos

ABC: abacavir

ADN: acido desoxirribonucleico

ANRS: agencia nacional de investigaciones para el sida
APV: amprenavir

ARN: &cido ribonucleico

ARVs: antirretrovirales

ATV: atazanavir

AZT: zidovudina

CMSP: células mononucleares de la sangre periférica
cpx: complejo, del inglés complex

CRF: forma recombinante circulante, del inglés circulating recombinant forms
DDC: zalcitabina

DDI: didanosina

DLV: delavirdina

dNTP: desoxinucledtido trifosfato natural

DAT: estavudina

EFV: efavirenz

env: gen que codifica para las proteinas de la envoltura del VIH-1

FDA: federacién de drogas americanas, del inglés federal drug administration

FRs: formas recombinantes, del inglés recombinant forms

FTC: emtricitabina

g: gravedades

HSH: hombres que tienen sexo con hombres

HT: heterosexual

IDV: indinavir

ICso: concentracion inhibitoria del 50%

IF: inhibidores de la fusion

ITIs: inhibidores de la transcriptasa inversa

ITIANSs: inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucleésidos
ITINANS: inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de nucleésidos
IPRs: inhibidores de la proteasa

kb: kilobases

LPV: lopinavir

min: minutos

mL: mililitros

NFV: nelfinavir

NJ: arboles de union por vecindad, del inglés neighbor-joining trees

NVP: nevirapina

OR: cociente de probabilidades, del inglés odds ratio
pol: gen de la polimerasa del VIH-1

PR: proteasa

RCP: reaccion en cadena de la polimerasa

RRE: elemento de respuesta a Rev, del inglés Rev responsive element

RT-RCP: retrotranscripcion-reaccion en cadena de la polimerasa
RTV: ritonavir
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seg: segundos

sida: sindrome de inmunodeficiencia adquirida

SQV: saquinavir

s/nt: sustituciones por nucleétidos

TA: temperatura ambiente

TAAE: terapia antirretroviral altamente eficaz

TAMs o NAMs: mutaciones asociadas a timidina, del inglés thymidine-associated mutations
TDF: tenofovir

TI: transcriptasa inversa

TLR: Terminaciones largas repetidas

UDI: usuarios de drogas intravenosas

URFs: Forma recombinante Unica, del inglés unigue recombinant forms

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana

VIH-1: virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1
VIH-2: virus de la inmunodeficiencia humana tipo 2
3TC: lamivudina

pL: microlitros
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SINTESIS

Se presentan los resultados del analisis de las secuencias de la proteasa y
transcriptasa inversa del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 extraido
de 425 plasmas de pacientes infectados. Las muestras fueron colectadas
entre mayo y septiembre del 2003 de individuos sin tratar y tratados con
antirretrovirales. Después de hacer los andlisis filogenéticos del segmento del
gen de la polimerasa del VIH-1 amplificado, buscamos posible asociacién de
las formas genéticas del virus mas representativas con preferencia sexual y
region. Asi mismo, determinamos el porcentaje de mutaciones asociadas a
resistencias a los inhibidores de la transcriptasa inversa y la proteasa. En el
analisis filogenético encontramos los subtipos: B, 41,2%; C, 6,1%; G, 3,8%; y
H, 2,1%; y entre las formas recombinantes: CRF19 cpx, 18,4%;
recombinantes BG, 11,6%; CRF18 cpx, 7,1%; recombinante B/CRF18, 2,6%;
recombinante B/CRF19 cpx, 1,7%; asi como un 5,4% de otros subtipos o
recombinantes Unicos. Los resultados corroboraron la gran diversidad
genética del VIH-1 en Cuba y adelantan la posible existencia de tres nuevas
formas recombinantes circulantes relacionadas filogenéticamente. El andlisis
estadistico arrojo una significativa correspondencia entre el subtipo B y los
hombres que tienen sexo con otros hombres y entre el subtipo G y los
heterosexuales. Entre las formas genéticas principales del VIH-1 aparecieron
algunos subgrupos, asociados estadisticamente con las variables de estudio.
El porcentaje de mutaciones que confieren resistencia a los inhibidores de la
transcriptasa inversa fue de 52,2% en los virus de pacientes tratados con
estos inhibidores y del 5,2% en los de los no tratados; mientras que a los
inhibidores de la proteasa fue del 30% los virus de pacientes tratados y del
3,2% en los de los no tratados. Se compararon los porcentajes de
mutaciones asociadas a resistencia entre las formas genéticas no-B mas

frecuentes y el subtipo B y no se hallaron diferencias significativas entre ellas.
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CAPITULO I. INTRODUCCION
l.1. Antecedentes
El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) pertenece a la familia
Retroviridae, género Lentivirus, integrada por virus exdégenos no oncogénicos,
gue causan infecciones persistentes, ya sean activas o0 cronicas, Yy
enfermedades con periodos de incubacion relativamente extensos. Es un virus
con envoltura cuyo genoma es de acido ribonucleico (ARN) de hebra anica y
sentido positivo, mas complejo que el de los retrovirus oncogénicos, pues posee
genes adicionales (1).
Los retrovirus presentan una alta variabilidad genética debido a la ausencia de
actividad correctora de las polimerasas virales, a sus cortos ciclos replicativos y
sus grandes tamafios poblacionales. En consecuencia, en el organismo
hospedero estos virus estan presentes como mezclas de poblaciones
genéticamente diferentes, pero relacionadas entre si, denominadas
cuasiespecies (2, 3). Los retrovirus, ademas son conocidos por su elevado
potencial de recombinacion, que constituye una parte intrinseca de su ciclo
replicativo normal y sirve para mediar la reparacion de genomas retrovirales
defectivos, para incrementar la diversidad viral, y para acelerar la propagacion
de mutaciones ventajosas entre las cuasiespecies virales (4, 5).
Del VIH se conocen dos tipos, el tipo 1 (VIH-1) y el tipo 2 (VIH-2). Los analisis
filogenéticos basados en sus secuencias génicas, principalmente de los genes
gag y env, han revelado cuatro grandes grupos dentro del VIH-1 (6): M
(principal, del inglés main), O (externo, del inglés outlier), N (no M, no O, del

inglés, non M, non O) y P (7). A su vez del grupo M se han identificado subtipos
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gue van del A al D, F-H, J y K. En los subtipos Ay F se distinguen sub-subtipos
designados como Al, A2, A3, A4y F1, F2 (8). Las secuencias nucleotidicas del
VIH-1 identificadas solo tienen un 50% de homologia con las del VIH-2. El VIH-2
es menos variable, de este existen 8 grupos denominados con las letras de la A
alaH(8,?9).

La alta diversidad genética del VIH-1 proviene no solo de estas caracteristicas
biolégicas virales, anteriormente expuestas, sino también de factores
epidemioldgicos que podrian determinar la introduccion y expansion de una o
mas variantes en la poblacién y la frecuencia de infecciones dobles o mdltiples
con generacion de formas recombinantes (FRs) (1).

La recombinacion entre subtipos y las subsiguientes expansiones de estos virus
mosaicos originaron las formas recombinantes circulantes (CRF del inglés,

circulating recombinant forms), de las cuales se han descrito 48 (10). La

generacion de retrovirus recombinantes requiere que dos subtipos o FRs
infecten una célula, bien simultdneamente o bien de forma secuencial (11, 12).
Desde el descubrimiento del VIH-1, 33,4 millones de personas viven con el virus
en todo el orbe. Segun el reporte de ONUSIDA, se contabilizan 2,9 millones de
muertes entre la poblacion adulta e infantil y 4,3 millones de nuevas infecciones,
al cierre del aflo 2008 (13).

Hasta 1987 no existia un paliativo y millones de personas morian por el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (sida), causado por este virus. Entre
los afios 1987 a 1990 se introdujo la zidovudina (AZT) en el tratamiento de los
pacientes, que es un inhibidor () de transcriptasa inversa (Tl) analogos de
nucledsidos (AN). De esta misma familia de antirretrovirales (ARVs) son la

zalcitabina (DDC), didanosina (DDI) y estavudina (D4T), que se introdujeron
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entre 1991 y 1994 (14). En septiembre de 1995 se hizo evidente que la terapia
combinada con dos AN era mas efectiva que la monoterapia, lo que dio lugar a
la llamada era de las combinaciones. Entre diciembre de 1995 y marzo de 1996
se aprobaron los tres primeros inhibidores (I) de la proteasa (PR): primero el
saquinavir (SQV), seguido del ritonavir (RTV) e indinavir (IDV). En junio de 1996,
se obtuvo la licencia para la nevirapina (NVP), el primer ITI no analogo de
nucleodsido (NAN), con lo que se introdujo un medicamento de una tercera clase.
Comienza a extenderse la expresion “terapia antirretroviral altamente eficaz”
(TAAE), que no es mas que la combinacion de al menos tres medicamentos,
sean o no de la misma familia (15).

En la actualidad se encuentran disponibles cinco clases de agentes ARVs para
el tratamiento de la infeccion por VIH: ITIANs y nucleétido, ITINANS, IPRs e
inhibidores de la entrada (inhibidores de la fusion (IF) y de la unién a los co-
receptores) e inhibidores de la integrasa (16).

La causa principal del fallo de la TAAE es la seleccion de variantes resistentes
del VIH-1 a los medicamentos empleados en la terapia (17).

Las mutaciones, que son la causa de las resistencias inferidas, pueden
clasificarse en dos grandes grupos: primarias y secundarias. En ocasiones, las
mutaciones surgidas como respuesta al tratamiento con un farmaco confieren
pérdida de la sensibilidad a otros farmacos de la misma familia, lo cual se
conoce también como mutaciones causantes de resistencia cruzada (18, 19).
Actualmente se dispone de métodos para determinar los cambios ocurridos en
el genoma (pruebas genotipicas) y para medir cambios en la susceptibilidad in
vitro a un farmaco especifico (pruebas fenotipicas) (20). Las resistencias se

determinan mediante estudios del genoma del VIH que caracterizan la
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secuencia primaria de nuclettidos de la Tl y de la PR, con lo que pueden
detectarse las mutaciones presentes en ellas (21, 22).

El ensayo genotipico resulta ser sin duda la técnica mas ampliamente
disponible, requiere menos tiempo para su realizacion, es menos compleja
técnicamente, tiene un menor costo econdémico y presenta la ventaja adicional
de que las mutaciones que se detectan pueden preceder a las resistencias
fenotipicas (23, 24).

Como la interpretacion de la pruebas genotipica para la deteccion de resistencia
al VIH-1 es independiente del proceso de genotipaje, resulta una herramienta
ideal para llevar los resultados obtenidos de los ensayos a un sistema
computarizado, que acepta una secuencia nucleotidica o una lista de
mutaciones y sugiere un nivel de resistencia para las diferentes drogas ARVS,
ofreciendo ademas una lista de comentarios relacionados con la mutacion (25,
26). En la actualidad existen al menos tres bases de datos para la interpretacion
de los resultados de las pruebas de resistencia; de ellas la de la Universidad de
Stanford es de las mas empleadas. Se conocen dos soportes o algoritmos para

inferir los resultados de éstas bases: los learning machine o los rules bases (27).

La base de datos de VIH de la Universidad de Stanford utiliza los algoritmos
basados en reglas (27). El sistema acepta igualmente que los usuarios envien
las secuencias del VIH o una lista de mutaciones e informa los niveles de
resistencia inferidos para las 23 drogas aprobadas por la federacion de drogas

americanas (EDA, del inglés federal drug administration), ITI e IPR. El

programa asigna una puntuacion individual a cada mutacion relacionada con la
resistencia a la droga y realiza una sumatoria de las puntuaciones de todas y

cada una de las mutaciones relacionadas con cada farmaco, lo que representa
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la puntuacion total para cada uno de los ARVs. Usando esta puntuacion, el
programa describe alguno de los siguientes niveles de resistencia a droga
inferido: susceptible, resistencia baja probable, resistencia baja, intermedia y alta
(28, 29).

En Cuba en el afio 2001 se decidié producir siete diferentes drogas (genéricos)
para el tratamiento de los pacientes infectados con el VIH-1, entre las cuales se
incluyen como ITIAN: lamivudina (3TC), DDC, DDI, D4T, y AZT, entre los
ITINAN la NVP y entre los IPRs, el IDV (30). Actualmente el pais produce la
cantidad de ARVs necesaria para cubrir el tratamiento de todos los pacientes
(30).

Las drogas ARVs mas frecuentemente empleadas en el tratamiento de los
pacientes en Cuba son: 3TC, DAT, AZT, NVP e IDV, y el régimen mas esgrimido
incluye: 3TC, AZT y NVP. El 3TC es la droga més utilizada en tratamientos
combinados (30).

Tras la introduccion de la TAAE en el 2001, en Cuba se constatd una
disminucion de la mortalidad por el sida e infecciones oportunistas relacionadas
con VIH/sida (30). Al cierre del 2009 habian sido detectados 12 217 personas
infectadas con VIH-1 en Cuba. A finales del 2003, momento en el que se toman
las muestras de plasmas para el estudio que presentaremos, en Cuba se habian
registrado 4 718 individuos infectados, de los cuales 3 627 estaban vivos y 951
(26,2%) seguian un TAAE (Registro Nacional del MINSAP, 2003).

Los primeros estudios sobre los subtipos circulantes en Cuba datan del afio
1995, y sugerian que el subtipo B era la forma genética predominante (31), pero
en estudios posteriores se describen los subtipo A, C y H (32). Cuevas y cols.

encuentran un mosaico de subtipos y virus recombinantes en el afio 2001 (33) y
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Ruibal y cols estudian la resistencia a los ARVs de esta misma muestra (34). De
las 103 muestras estudiadas por ellos, 76 pacientes recibian tratamiento ARV,
con una prevalencia de resistencia a los ITIAN del 27,6%, mientras que en los
no tratados fue del 7,4%. No se observo resistencia a los IPR, ni
multirresistencia a los ARVs. Blanco y col. y Ruibal y col. describen un
predominio del subtipo B en la poblacion cubana de hombres que tienen sexo
con hombres (HSH), hecho este también reportado en otras epidemias (34, 35).
Brasil ha descrito distribuciones desiguales de subtipo dentro del pais, mientras
gue en otras epidemias se han encontrado asociaciones de subtipo con
conducta sexual o con conducta de riesgo (36-39).

Los conocimientos actuales de la resistencia a los medicamentos ARVs estan
fundamentalmente basados en datos obtenidos de virus de subtipo B del VIH-1,
gue es mayoritario en las epidemias de muchos paises desarrollados. En el
mundo, sin embargo, la mayoria de la infecciones de VIH-1 provienen de formas
genéticas no-B, e incluyen subtipos no-B, las CRFs y las formas recombinantes

Unicas (UREs, del inglés unigue recombinant forms). Debido a un incremento en

el acceso a la TAAE en paises en vias de desarrollo, donde los subtipos no-B y
las FRs son las variantes de VIH-1 predominantes, constituye una necesidad
conocer si existen diferencias en los patrones de mutaciones asociados a
resistencias a los ARVs (40, 41).

La necesidad de conocer el porcentaje de mutaciones en el VIH-1 que inducen
resistencia a los ARVs en una muestra de la poblacién cubana infectada con
VIH-1, tras la introduccion de la TAAE de produccién nacional, su asociacion con

diferentes variantes virales, asi como la relacién de estas variantes con la



Resistencia a las drogas antirretrovirales y diversidad genética del VIH-1 en Cuba

conducta sexual o la region del pais; motivaron la hipétesis y los objetivos que

nos trazamos en el presente trabajo.

|.2. Hipdtesis de trabajo

Los subtipos y las formas recombinantes del VIH-1 circulantes en una muestra

de la poblacién cubana se relacionan tanto con la preferencia sexual como con

la region geogréfica y desarrollan mutaciones que confieren resistencia frente a

la terapia antirretroviral de alta eficacia con independencia de la variante viral.

1.3. Objetivos

General

Identificar los subtipos y formas recombinantes del VIH-1 circulantes en una

muestra de la poblacién cubana, su relacién con la preferencia y la region

geogréfica; asi como las mutaciones que confieren resistencia frente a la terapia

antirretroviral de alta eficacia con independencia de la variante viral.

Especificos

e Identificar los subtipos y formas recombinantes del VIH-1 circulantes en una
muestra de la poblacion cubana y su posible asociacion con los parametros
epidemioldgicos de preferencia sexual y region geografica.

e Identificar las mutaciones en el VIH-1 que confieren resistencia a los
antirretrovirales en pacientes tratados y no tratados.

e Evaluar el porcentaje de mutaciones que confieren resistencia y su

asociacion con las variantes virales.
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I.4. Novedad cientifica

Se observa que existe una tendencia al aumento de las formas
recombinantes del VIH-1 en el tiempo.

Describe por primera vez en Cuba la asociacion de algunos subtipos y formas
recombinantes del VIH-1 con determinada preferencia sexual y region
geografica.

Sugiere la posible asociacion entre la aparicion de las formas genéticas
recombinantes BG y la disminucion del subtipo B en Cuba.

Propone la posible existencia de tres nuevas formas genéticas recombinantes
circulantes en Cuba.

Es el primer estudio después de la introduccion de terapia antirretroviral de
produccién nacional que permite identificar las mutaciones en el gen pol del
VIH-1, su correspondencia con el tratamiento empleado y estima los niveles
de resistencias existentes a las drogas.

Evidencia que no existen diferencias en el porcentaje de mutaciones que
confieren resistencia entre los virus del subtipo B y las formas genéticas no-B

estudiados.

1.5. Valor tedrico — practico

Se demostrd la necesidad del uso de las pruebas genotipicas de resistencia
del VIH-1 para el manejo correcto del tratamiento antirretroviral en las
personas infectadas. Puso a disposicion de los médicos de asistencia
elementos cientificos que le permitieron decidir mejores opciones

terapéuticas, lo que implicé un beneficio para el paciente.
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e El conocimiento generado en este estudio sera de utlidad para las
autoridades de Salud Publica, lo que posibilitara adoptar estrategias futuras
en la conducta a seguir en el tratamiento del paciente VIH.

e Los resultados presentados en esta investigacion fueron objeto de un Premio
de la Academia de Ciencias de Cuba en el afio 2007.

l.6. Publicaciones cientificas donde han sido presentados los resultados de la

tesis

e Pérez L, Thomson MM, Blenda MJ, Aragonés C, Gonzéalez Z, Pérez J, Sierra
M, Casado G, Delgado E, Ndjera R. HIV type 1 molecular epidemiology in
Cuba: high genetic diversity, frequent mosaicism, and recent expansion of BG
intersubtype recombinant forms. AIDS Res Hum Retroviruses. 2006;
22(8):724-33.

e Pérez L, Pérez-Alvarez L, Carmona R, Aragonés C, Delgado E, Gonzélez Z,
Thomson M, Contreras G, Pérez J, Najera R. Antiretroviral drug resistance in
patients infected with several HIV-1 genetic forms in Cuba. AIDS Res Hum
Retroviruses. 2007; 23(3):407-414.

e Sierra M, Thomson MM, Posada D, Pérez L, Aragonés C, Gonzélez Z, Pérez
J, Casado G, Najera R. Identification of three phylogenetically-related HIV-1
BG inter-subtype circulating recombinant forms in Cuba. J Acquir. Immune.
Defic. Syndr. 2007; 45(2):151-60.

l.7. Eventos cientificos donde han sido expuestos los resultados de la tesis
“3" |AS Conference on HIV Pathogenesis and Treatment”, Rio de Janeiro,
Brasil, 24 a 27 de julio de 2005. “Comparison of genotypic resistance to
antiretroviral drugs in patients infected with different HIV-1 genetic forms in

Cuba”.
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“3"" |JAS Conference on HIV Pathogenesis and Treatment”, Rio de Janeiro,
Brasil, 24 a 27de julio de 2005. “HIV-1 molecular epidemiology in Cuba: high
diversity of genetic forms, frequent recombination, and recent expansion of
BG inter-subtype recombinant viruses”.

“12" Conference on Retroviruses and Opportunistic infections”. Boston,
Estados Unidos, 22 a 25 de febrero de 2005. “Identification of diverse
phylogenetically related HIV-1 BG inter-subtypes in Cuba, including a novel
circulating recombinant form (CRF20_BG)".

“A™ European HIV Drug Resistance Workshop”. Montecarlos, Ménaco, 29 a
31 de marzo de 2006. “Genotypic resistance to antiretroviral drugs in HIV-1
infected patients from Cuba”.

“XVI International AIDS Conference”. Toronto, Canada, Agosto de 2006.
“Prevalence of drug resistance mutation in treatment-naive and antiretroviral-
treated HIV-1 subjects from Cuba”.

“XVI International AIDS Conference”. Toronto, Canada, Agosto de 2006. “HIV-
1 molecular epidemiology in Cuba: analysis of epidemiological correlations of
genetic forms and intraclade subclusters”.

FINSA'06. Febrero de 2006. “Variabilidad y Resistencia del VIH-1“
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CAPITULO Il. REVISION BIBLIOGRAFICA
[I.1. Retrovirus
[1.1.1 Caracteristicas generales del VIH-1
El VIH-1 pertenece a la familia Retroviridae, género Lentivirus, integrada por virus
ex0genos no oncogenicos, que causan infecciones persistentes, ya sean activas o
cronicas, y enfermedades con periodos de incubacion relativamente extensos. Es un virus
con envoltura cuyo genoma es de ARN de hebra Unica y sentido positivo, mas complejo
que el de los retrovirus oncogénicos, pues posee genes adicionales (1).
Los integrantes de esta familia se agrupaban teniendo en cuenta la morfologia del nucleo
del virion. Son particulas esféricas y rodeadas por una capa lipidica compuesta por
proyecciones de glicoproteinas. Suelen clasificarse de acuerdo con la apariencia de las
particulas maduras y sus precursores. Los tipos de particulas son cuatro (A, B, Cy D) y el
VIH se acerca mas a las particulas del tipo C (1, 42).
El VIH-1 se replica por un mecanismo unico, la transcripcion inversa ocurre a partir del
molde de ARN gendmico para formar una cadena de acido desoxirribonucleico (ADN), con
la posterior generacion de un ADN bicatenario, que se integra luego en el ADN celular del
hospedero (1, 43). Exhibe una marcada predileccion por el sistema inmune, infectando
macrofagos, células dendriticas y linfocitos T CD4+. Tiene la capacidad de producir la
formacion de sincitios y la muerte de células permisivas y, a diferencia de otros retrovirus
puede infectar células que no estan en proceso de division (44). Las infecciones causadas
por los Lentivirus no son restringidas por el sistema inmune y los dafios resultantes van

acumulandose en el organismo a lo largo de los afios (1, 45).
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[1.2. Estructura del virion y genoma

[1.2.1. Estructura del virion

Los viriones maduros tienen un diametro de 100 nm. Estdn compuestos por una
nucleocapsida de forma conica, alrededor de la cual se halla una envoltura lipidica
derivada de la membrana externa de la célula hospedera. Ambas estructuras estan
separadas por una region llamada paranucleoide. La nucleocapsida, formada por la
proteina p24, contiene dos hebras de ARN estrechamente unidas a las nucleoproteinas p9
y p7 y una copia de cada una de las enzimas TIl, PR e integrasa. La proteina miristilada
pl7 forma una matriz entre la nucleocapsida y la envoltura, importante para el
mantenimiento de la arquitectura del virion (46). La capa mas externa esta compuesta por
la envoltura en la que se encuentran insertadas las glicoproteinas virales gp120 y gp41,
asi como otras proteinas celulares como la [3-2 microglobulina y las moléculas del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad de clase 1 y Il. El lazo V3 de la glicoproteina
gp120, considerada una region hipervariable es el principal determinante del tropismo viral,
el fenotipo y el uso del co-receptor (Figura 1) (1, 47).

El genoma del VIH tiene una longitud de 9,8 kilobases (kb). En los extremos 5" y 3" del
genoma existen secuencias no codificadoras llamadas terminaciones largas repetidas
(TLR). En estas terminaciones del extremo 5” se localizan las secuencias promotoras para
la transcripcion, mientras que en las del extremo 3" se halla la sefial necesaria para la

poliadenilacion (48).
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Bicapa lipidica
gpl20

gp4l
pl7-Matriz

Integrasa

Transcriptasa
inversa

p24-Capsida

Proteasa

Figura 1 Estructura del VIH-1, que muestra las proteinas codificadas por los genes

gag, pol y env.

Fuente: HIV Medicine 2005

[1.2 .2. Estructura del genoma

El genoma del VIH posee tres regiones codificadoras, gag, pol y env, donde esta
codificada la informacion para las proteinas estructurales de la nucleocapsida (gag), las
enzimas virales encargadas de la replicacion (pol) y las glicoproteinas estructurales de la
envoltura (env). De estas Ultimas, la gpl120 participa en el proceso de adsorcion a los
receptores especificos en las células hospederas. Las proteinas generadas por el gen pol
son laTl, la PRy laintegrasa (Figura 2) (49).

El genoma del VIH-1 también codifica proteinas no estructurales derivadas de las regiones
codificadoras gag, pol y env. La informacion para la sintesis de estas proteinas esta
contenida en los genes vif, vpr, vpu, nef, tat y rev. Por su funcion, las proteinas derivadas
de tat y rev son conocidas bajo el nombre de proteinas reguladoras y las de vif, vpr, vpu y
nef como proteinas accesorias, aunque estas Ultimas también son esenciales para

completar el ciclo de vida en el hospedero (Tabla 1) (49, 50).
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Figura 2 Organizacion del genoma del VIH-1.

Fuente: ejb.ucv.cl/.../Asparchivos/capitulo011fig.htm

Tabla 1. Genes y proteinas del VIH-1.

gag

pol

env

tat (transactivador)

rev
(regulador)
vif

(factor de
infectividad)

vpr

nef

vpu

Fuente: Field, 2007

Producto

génico
Pr55%
p17
p24
p7
p6
PrlGOGag-Pul
p10
p51y p66 p32

gpl60
gp 120

gp4l
Tat

Rev

Vif

Vpr

Nef

Vpu

[1.2.3. Ciclo replicativo

Descripcién

Precursor de proteinas Gag
Proteina de matriz

Proteina de la capsida
Nucleoproteina

Precursor de proteinas Pol
Proteasa

Transcriptasa inversa
Integrasa

Precursor de gp de envoltura
gp externa de envoltura
gp de transmembrana

Transactivador de la sintesis de ARNSs virales
Regula la expresion de ARNs virales

Incrementa la infectividad viral
Inhibicion de APOBEC3G

Asiste en la replicacion viral

Pleiotrépico

Involucrado en la liberacién del virus

Localizacién

Virién

Virién

Virién

Nucleolo/Nucleo
Nucleolo/Nucleo

Citoplasma

Virion

Citoplasma/
Membrana
plasmética

Membrana
plasméatica

El VIH infecta in vivo las células que expresan la molécula CD4+: los linfocitos T, las

células del linaje de los monocitos, los macrofagos, entre otras. EI comienzo del ciclo

replicativo virico esta marcado por la interaccion de la proteina viral gp120 con la molécula
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CD4+ de la célula diana (51). Se ha observado que la presencia de co-receptores o
segundos receptores es el factor esencial para el establecimiento, en estas células, de la
infeccidn por el VIH. Los prototipos son CXCR4 y CCR5, dos miembros de la familia de
receptores de las quimiocinas (52, 53).

Se ha postulado que la penetracién del virus en las células CD4+ ocurre mediante la unién
de la gpl20 al CD4+ y al co-receptor para quimiocina, induciendo un cambio
conformacional de la gp120, que a su vez provoca cambios conformacionales en la gp41,
lo cual permite la fusion de la envoltura viral con la membrana de la célula hospedera y la
subsiguiente entrada de la capsida al citoplasma celular (54, 55).

Después de la penetracion, la capsida viral pierde su arquitectura y la Tl se activa
completamente. Existen evidencias de que el proceso de transcripcion inversa puede
comenzar en el interior del virion. En el citoplasma de la célula infectada se forma un
complejo ribonucleoproteico adecuado para la transcripcion inversa y para el transporte al
nucleo celular del ADN de doble cadena recién sintetizado (56).

Las proteinas virales que participan en el transporte del ADN al nucleo celular son la p17 y
la p18 (57). Una vez concluido el transporte hacia este compartimiento, sélo las moléculas
de ADN lineal con TLR en cada extremo son integradas como provirus en sitios aleatorios
del genoma celular, un proceso mediado por la integrasa viral. Las moléculas de ADN
circulares que alcanzan el nucleo pueden, en cambio, expresar proteinas (1).

El provirus integrado se replica unicamente cuando el ADN celular se replica. En muchas
células individuales el virus se encuentra en estado de latencia y en otras se expresa de
forma continua, razon por la cual la infeccion por este virus se clasifica como cronicamente
activa (58). En las células T en reposo la actividad virica es minima. No es hasta que
ocurre la activacion celular por infecciones a repeticibn o exposicion a antigenos
alogénicos cuando el virus se activa del estado quiescente. Otros factores principales de la

activacion del VIH son la coinfeccion de las células hospederas con virus no relacionados
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con potencial para la activacion de la expresion génica viral, la infeccién por mas de una
cepa del VIH o por parasitos entéricos, el uso de drogas o diversos factores téxicos y
genéticos (1, 59). El promotor del VIH es altamente regulado por factores virales o
celulares (1, 60).

La transcripcion del provirus por la ARN polimerasa |l celular tiene como resultado un
transcripto primario con dos funciones principales, por una parte, actuar como ARN
gendémico que se incorpora a las capsidas nuevamente ensambladas y por otra parte,
servir de precursor para la formacion de los ARNs mensajeros. En la transcripcion del VIH,
la proteina viral derivada de tat es un regulador positivo Unico, favoreciendo la sintesis de
transcritos primarios a partir del promotor del VIH. Subsiguientemente, la maquinaria de
procesamiento nucleotidico de la célula hospedera utiliza como sustrato a estos
transcriptos para generar los ARNs mensajeros (ARNmM) completamente procesados que
codifican para las proteinas reguladoras (61-64). Otro elemento importante en la
transcripcion del genoma viral del VIH es la proteina Rev, que actia sobre el elemento de

respuesta a Rev (RRE, del inglés Rev responsitive element), localizado también en el

ARN. La union de Rev al RRE estabiliza los ARN largos y los protege del procesamiento
multiple por la maquinaria celular. De esta forma estos ARNm largos son transportados al
citoplasma y a partir de ellos se expresan de forma eficiente las proteinas viricas
estructurales (61, 64). La actividad cooperada de las proteinas reguladoras Tat y Rev
permite el control preciso de la replicacion virica (65).

Las proteinas precursoras de la capsida (p55) y envoltura (gp160) se acumulan en la cara
interna de la membrana y se producen interacciones entre ellas. Algunas proteinas
celulares tales como la B.-microglobulina y las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad, con sus clases | y Il, pueden estar incluidas en el virion (66). Como

paso final ocurre el empaquetamiento del ARN viral y el ensamblaje de viriones inmaduros.
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El virus abandona la célula por un mecanismo de gemacion y la maduracion de la particula
viral se efectta fuera de la célula (1).

[1.3. Variabilidad genética del VIH-1

El mundo se halla en constante evolucion. Los virus patdgenos no son excepciones y
algunos de ellos explotan su gran capacidad evolutiva para persistir en los organismos que
infectan (67).

Cuando los meétodos de genética molecular y de secuenciacion rapida alcanzaron
operatividad en la década del 70, se empezd a entender cual era la caracteristica
diferencial de los virus ARN. A nivel molecular su tasa de mutacion (numero de
incorporaciones erréneas por nucleotido copiado durante el proceso de replicacion) era
unas 10° veces mayor que la estimada para organismos superiores. Las tasas de mutacion
de los virus ARN, incluidos los retrovirus, se estimé en 102 a 10° sustituciones por
nucleotidos (s/nt) por ronda de copia (68-70). La base bioguimica de esta alta tasa de
mutacion es la ausencia, en la replicasa y la Tl de los virus ARN, de la actividad correctora
(exonucleasa 3’- 5’), asociada a muchas ADN polimerasas celulares. De acuerdo con ello,
la TI del VIH-1 in vitro muestra también una alta tasa de error, estimada en 10° a 10™
sustituciones por nucledétido (71).

La variacion genética de los virus ARN no solo puede ocurrir por mutaciones puntuales
(transiciones y transversiones) sino también por inserciones y supresiones, por
recombinacion homologa (entre secuencias muy parecidas) y no homologa (entre
secuencias distintas) y por reordenamiento de segmentos en virus de genoma
segmentado (71).

Los analisis filogenéticos basados en sus secuencias génicas, principalmente de los genes
gag y env, han revelado cuatro grandes grupos dentro del VIH-1 (6): M (principal, del

inglés main), O (externo, del inglés outlier), N (no M, no O, del inglés, non M, non O) y P

(7). A su vez del grupo M se han identificado subtipos que van del A al D, F-H, Jy K. En
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los subtipos A y F se distinguen sub-subtipos designados como Al, A2, A3, A4y F1, F2
(8).

Los virus de un mismo subtipo difieren de un 15 a un 20% en la envoltura, mientras que los
de diferentes subtipos difieren entre un 25y un 35%(65).

Las secuencias nucleotidicas del VIH-1 identificadas solo tienen un 50% de homologia con
las del VIH-2. En este ultimo se distinguen 8 grupos denominados con las letras de la A a
laH (8, 9).

La recombinacion constituye una fuente adicional de variacion del VIH y desempeiia un
papel esencial en su evolucion y en la expansion geografica de los subtipos. La generacion
de retrovirus recombinantes requiere que dos virus infecten una célula, bien
simultdneamente, a través de un episodio Unico de transmision, bien de forma secuencial,
en varios episodios. En el VIH-1, la recombinacion se puede producir entre diferentes
cepas del mismo subtipo (intra-subtipo), distintos subtipos (inter-subtipo) o diferentes
grupos (inter-grupo) (4, 5).

Las FRs del VIH-1 son mucho mas prevalentes de lo admitido hasta la fecha, con una
distribucion geografica mucho mas amplia. Esto se aplica no sélo a las CRFs, FRs
idénticas en al menos tres individuos no relacionados desde el punto de vista
epidemiologico. También, y de forma mas significativa, se puede ver en las URFs, que son
las encontradas en un Unico individuo o en varios, pero que estan relacionados
epidemiologicamente (72).

La recombinacion en los retrovirus requiere de la co-encapsidacion en cada virion de los
ARNs genOmicos genéticamente distintos. La recombinacion entre los genomas
encapsidados en dos virus diferentes es posible solamente mediante la infeccidon
productiva de una unica célula por ambos viriones, lo que permite la generacion de

particulas heterocigéticas. En un ciclo infectivo posterior, puede generarse un genoma
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recombinante mediante saltos alternativos de la TI entre ambos genomas co-
encapsidados (12).

La nomenclatura actual de CRFs y los criterios para definirlas se adoptaron en 1999.
Segun estos criterios, para definir una CRF, se deben caracterizar tres virus sin relacion
epidemiologica entre ellos, con idénticos patrones de recombinacién y agrupacion
consistente en arboles filogenéticos. De los tres virus se necesita tener secuenciado, al
menos, dos genomas completos &8 kb). Las CRFs se designan con ndameros
consecutivos a medida que se van describiendo, seguido por los subtipos parentales, o
cpx cuando derivan de mas de dos subtipos parentales (12). Hasta el momento se han
identificado 48 CRFs originadas en todos los continentes (10).

La recombinacion in vitro puede ligar mutaciones en el VIH-1 y aumentar la resistencia a
un determinado antirretroviral (73) o generar virus multirresistentes (74). Este fendbmeno
puede darse también in vivo. La recombinacion puede facilitar la adquisicion de
mutaciones que compensen la pérdida de la capacidad replicativa de estos virus,
producida por mutaciones previas que causan resistencia. La alta frecuencia de
recombinantes encontrados en las zonas donde circulan multiples formas genéticas nos
advierte sobre el posible efecto negativo del uso incontrolado de las drogas ARVs. Esto
podria potenciar la aparicion y circulacion generalizada de cepas multirresistentes
generadas a partir de la recombinacion.

Las poblaciones de virus ARN se replican como distribuciones complejas de genomas
diferentes pero genéticamente relacionadas y se les denomina cuasiespecies (68). Otros
autores las describen como distribuciones dinamicas de genomas viricos no idénticos pero
genéticamente muy cercanos, sometidos a un continuo proceso de variacion, competicion
y seleccion (75).

Toda poblacion de virus ARN presenta una secuencia nucleotidica promedio, también

llamada secuencia consenso, que tiene en cada posicion el nucledtido mas frecuente del
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conjunto de moléculas de la poblacion. La cuasiespecie constituye un reservorio de
variantes viricas, que presentan un amplio rango de fenotipos respecto a virulencia,
tropismo, cinética de replicacion y composicién antigénica. El tamafio poblacional es de
gran importancia en la heterogeneidad genética. En un individuo infectado por VIH-1
pueden existir de 10° a 10" viriones, con un recambio de virus y de células infectadas muy
elevado (71).

El parametro que mide la capacidad que tiene la cuasiespecie de llegar a imponerse a otra
en un proceso de replicacion competitiva es la eficacia biologica (75).

[1.4. Epidemiologia

Hay en el mundo 33,4 millones de personas infectadas con el VIH (13). En Europa
occidental, Estados Unidos y Oceania la mayoria son drogadictos y hombres que practican
sexo con hombres. En Asia, Africa del norte y zonas del Pacifico las personas mas
afectadas son las prostitutas y los drogadictos. En Africa sub-sahariana, América Latina y
el Caribe, el grupo de mayor riesgo es el heterosexual (HT) (8).

Los grupos O y N representan menos de un 1% de las infecciones en el mundo y se han
detectado casi exclusivamente en Africa centro-occidental. El grupo O ha sido identificado
en personas de Camerun y paises vecinos, mientras que el N solo se ha encontrado en
Camerun.

[1.4.1. Distribucion geografica de los subtipos del VIH-1

La distribucion geogréafica de subtipos del VIH-1 es un proceso dinamico, dada la gran
movilidad de la sociedad humana moderna. Aparecen subtipos en areas donde no se
habian descrito con anterioridad. La generacion de FRs contribuye ampliamente a ésta
diversidad, la que se vislumbra en aumento con la diseminacion de subtipos a nivel global
(76, 77).

Las formas genéticas con mayor prevalencia en todo el mundo son los subtipos A, B, C, D,

y Gy las FRs CRF01 _AE y CRF02_ AG. El subtipo A se localiza principalmente en el este
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de Africa y Rusia, el subtipo B esta expandido globalmente, con predominio en América,
Europa occidental y Australia. El subtipo C es el responsable de mas del 40% de todas las
infecciones a nivel mundial y se concentra en el sur y este de Africa y en la India. El
subtipo D circula en el este de Africa. El subtipo G tiene su mayor prevalencia en Nigeria.
La CRFO01_AE predomina en el sudeste de Asia, mientras que la CRF02_AG lo hace en el
Africa occidental (77). La mayor diversidad del VIH-1 se encuentra en Africa central (72).
[1.4.2. Epidemiologia en Cuba

Hasta el cierre del 2009 habian sido detectados 12 217 casos de personas seropositivas al
VIH-1, de las cuales en 2 921 la infeccion ha evolucionado a sida. 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 mucha menor incidencia. El mayor nimero de casos son del sexo masculino
con un 81%, del cual los hombres que tienen sexo con otros hombres constituyen el 89%.
Las edades de mayor incidencia corresponden a grupos entre los 24 y 49 afos, segun
datos del Programa Nacional de Prevencion y Control de las Infecciones de Transmision
Sexual VIH/sida del Ministerio de Salud Publica de Cuba (Registro Nacional VIH MINSAP,
informe de balance 2009).

Los diferentes estudios realizados de la epidemia cubana han identificado los subtipos A,
B, C, D, F, G, H, CRFO1_AE, CRF02_AG, FRs complejas como la CRF18 cpx y la
CRF19_cpx y recombinantes Unicos como resultado de la circulacion de los diferentes
subtipos (32, 33, 78). Algunos de estos subtipos fueron adquiridos en Africa en la década
del 70 y del 80. Se ha encontrado una mayor proporcion de subtipo B en HSH, mientras

que el resto de los subtipos se han hallado tanto en HTs como en HSH (33).
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[1.5. Terapia antirretroviral

La infeccién por VIH ha dejado de ser una enfermedad mortal a corto plazo para
convertirse en una enfermedad crénica que puede tratarse y el desarrollo de la terapia
antirretroviral ha constituido uno de los avances mas significativos en la historia de esta
enfermedad. Sin embargo, para la gran mayoria de las personas que viven con VIH/sida,
la terapia antirretroviral permanece inaccesible; en especial en los paises en vias de
desarrollo, en los que el VIH continda devastando familias y comunidades enteras,
especialmente las pobres y marginadas socialmente.

Los inicios de la terapia antirretroviral datan del afio 1987, con el empleo de la AZT, un
inhibidor de la TI. Entre los afios del 1987 al 1990, se utilizo este antiviral en monoterapia
(79, 80). Con posterioridad, de 1991 a 1994 se incorporan al tratamiento de los pacientes
un gran numero de farmacos de esta familia, como la DDC, DDI y DAT (81, 82).Los
estudios publicados en 1995 evidenciaron que la terapia combinada con dos analogos de
nucleodsidos era mas efectiva que la monoterapia, dando lugar a lo que se conocié como
era de las combinaciones (83, 84).

En 1995 se comenzé a utilizar una nueva clase de medicamento, los IPRs. Los tres
primeros fueron, el RTV, SQV e IDV, (85) y a partir de este momento se comienza a hablar
de TAAE; que no es mas que la combinacion de al menos tres farmacos, que pueden
pertenecer o no a familias diferentes (86).

En junio de 1996 se obtuvo la aprobacion para el empleo de la NVP, primer inhibidor de TI
no nucledsido, y se introdujo entonces un medicamento de una tercera clase en el
tratamiento de los pacientes (15).

Antes de Mayo del 2001 un namero reducido de pacientes infectados con VIH-1 cubanos
se trataban con terapia de importacion y luego de esta fecha, en el pais se decide producir

un grupo de estos medicamentos (genéricos). Los pacientes se incorporaron
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paulatinamente y en el afio 2003 se logra una cobertura total de todos aquellos que

necesitasen tratamiento (30).

[1.5.1. Agentes antirretrovirales

En la actualidad se encuentran disponibles cinco clases de agentes ARVs para el

tratamiento de la infeccion por VIH-1: ITIANs, ITINANS, IPR, inhibidores de la entrada (IF y

de la union a los co-receptores) e inhibidores de la integrasa. Se han aprobado hasta la

fecha 26 farmacos individuales mas varias combinaciones de estos. Es previsible que en

los proximos afios se aprueben nuevos farmacos, entre ellos inhibidores de la unién al

receptor CD4+. La investigacion también se enfoca en estrategias inmunomoduladoras,

con vacunas o citocinas (interferones, interleuquinas) (15).

Los farmacos aprobados hasta la fecha son:

¢ Inhibidores de la Transcriptasa Inversa Analogos de Nucleésidos y Nucleotidos: AZT,
DDI, DDC, DAT, 3TC, Emtricitabina (FTC), Abacavir (ABC) y Tenofovir (TDF).

¢ Inhibidores de la Transcriptasa Inversa no Analogos de Nucleésidos: Delavirdina (DLV),
NVP, Efavirenz (EFV) y Etravirina (ETR).

¢ Inhibidores de la Proteasa: SQV, IDV, RTV, Nelfinavir (NFV), Amprenavir (APV),
Lopinavir (LPV), Atazanavir (ATV), Fosamprenavir (FSV), Tipranavir (TPV) y Darunavir
(DRV).

¢ Inhibidor de Fusion: Enfuvirtide 6 T-20.

e Antagonista de los co-receptores: Maraviroc.

¢ Inhibidor de la Integrasa: Raltegravir.

[1.5.1.1. Inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucledsidos

Mecanismo de accion

La Tl es un heterodimero constituido por las proteinas p66 y p51. La segunda es el

resultado de la hidrélisis de la molécula p66 en la p51 y p15 (ARNasa H), esta ultima

responsable de degradar el molde de ARN tras ser copiado a ADN durante la transcripcion
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inversa. La estructura tridimensional de la Tl determinada por cristalografia de rayos X
semeja a la mano derecha, con diferentes dominios de la proteina denominados “dedos”,

“pulgar”, “palma”, “regién conectora”, y dominio de la ARNasa H. El ARN viral y la cadena
creciente de ADN se sitian en un hueco conformacional existente entre los dominios
“dedo” y “pulgar” (87, 88).

Los ITIAN son compuestos fosforilados por quinasas celulares, después de la endocitosis,
para convertirse en derivados de trifosfato (89) y actian bloqueando la sintesis del ADN
durante la retrotranscripcion. Su estructura quimica es similar a la de los desoxinucleotidos
trifosfatados naturales (dNTPs) y en general carecen del extremo 2-OH en el anillo de
ribosa, por lo que una vez incorporados en la hebra de ADN recién sintetizada no permiten
la posterior elongacion de ésta.

La AZT y la DAT son analogos de timidina, mientras que la DDC, FTC y 3TC son analogos
de citidina. La DDI es un analogo de inosina, que es convertido en didesoxiadenosina; el
ABC es un analogo de guanosina.

En consecuencia, las combinaciones de AZT mas D4T, DDC mas 3TC, o FTC més 3TC
carecen de sentido, puesto que ambos farmacos de cada combinacion competirian por las
mismas bases.

El TDF actda como un inhibidor de la Tl, de manera similar a los analogos de nucledsidos,
tiene como blanco a la enzima TI. No obstante, ademas de la pentosa y la base, se
monofosforila y por lo tanto, se le denomina analogo de nucleétido, se activa
intracelularmente mediante dos pasos de fosforilacion (90).

[1.5.1.2. Inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de nucledsidos

Mecanismo de accion

Los ITINANs se describieron por primera vez a finales de la década de los 90. A diferencia
de los ITIANs, no inhiben a la Tl como un sustrato alternativo, sino que interactian

directamente con una region hidrofobica de la subunidad p66 del enzima, distinta a la zona
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de union del sustrato (91, 92). ElI complejo que resulta bloquea el sitio de unién de la Tl, la
cual entonces se puede unir con menos nucledsidos y la polimerizacion se hace
significativamente mas lenta (93-96). Estos compuestos no necesitan de activacion dentro
de la célula.

Mientras que la utilizacion de la DLV ha perdido importancia por diversas razones, la NVP
y el EFV pueden considerarse que aportan una eficacia similar (97, 98). La etravirina, que
es el mas reciente de los ITINANS, puede actuar en presencia de mutaciones ya descritas
en los virus, que causan resistencia al resto de los compuestos de esta familia (99).
[1.5.1.3. Inhibidores de la proteasa

Mecanismo de accion

La PR del VIH-1 es un homodimero constituido por dos subunidades de 99 aminoacidos
codificadas en el extremo 5’ del gen pol. Cada monGmero contiene un aspartato en el
residuo 25 localizado en el centro activo del enzima, lo que le incluye en la familia de las
proteasa asparticas. Su funcion es procesar los precursores poliproteicos Gag (p55) y
Gag-Pol (p160) resultantes del proceso de transcripcion y traslacion para producir
proteinas estructurales (pl7, p24, p2, p7, pl, p6) y funcionales (PR, Tl e integrasa) (100).
Tres de las dianas de procesamiento de las poli-proteinas del virus estan constituidas por
los aminoacidos F-P o Y-P, los cuales son dianas inusuales de proteasas de mamiferos.
La PR es empaquetada en los virus y su accion enzimatica tiene lugar a partir del
momento de la liberacion de los mismos por las células infectadas. La actividad proteolitica
resulta en cambios en la particula viral, incluyendo la condensacion de la nucleoproteina, y
por ende la maduracion de ellos en términos infectivos (101).

En 1988 se cristalizdé la PR del VIH-1 y se determiné su estructura tridimensional,
allanandose asi el camino para el desarrollo de los inhibidores (102). Estas drogas no
afectan directamente a las células que contienen ADN proviral sino que bloquean la

infectividad de los nuevos virus generados, previniendo la infeccion de las nuevas células.
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Son moléculas estructuralmente relacionadas que contienen un analogo sintético de la
secuencia F-P contenida en la poliproteina Gap-Pol (103).

[1.5.1.4. Inhibidores de la entrada

Mecanismo de accion

Hay tres etapas cruciales para la entrada del VIH-1 a los linfocitos T CD4+ (104, 105):

* Unidn del virus al receptor CD4+.

* Unidn a los co-receptores.

* Fusion del virus a la célula.

Tedricamente, todas las etapas de la entrada del VIH-1 pueden inhibirse. Las tres clases
de farmacos, es decir, inhibidores de la union, antagonistas de co-receptores e IF, se
incluyen actualmente en los inhibidores de la entrada. EI T-20 fue el primer farmaco de
esta clase aprobado en Europa y en EUA en el 2003 (106).

[1.5.1.4.1. Inhibidores de la fusion

El primer paso de la entrada del virus a la célula tiene lugar cuando la glicoproteina gp120
de envoltura del VIH-1 se une al receptor de las células CD4+ y a los co-receptores de las
quimiocinas CCR5 o CXCRA4 de la célula diana. Una vez que la gp120 se une al complejo
CD4+/quimiocina, sucede un cambio conformacional en la subunidad transmembranal de
la glicoproteina 41 (gp 41) que permite la fusion de la membrana viral con la membrana
celular y con ello la entrada del VIH-1 en la célula huésped (107).

El inhibidor de la fusion T-20 (enfuvirtide) es un péptido sintético que inhibe el cambio
conformacional de gp4l necesario para la fusion del virus con la célula huésped. La
sustitucion de un aminoéacido en gp41 puede reducir la eficacia del T-20 (108).

El T-20 (Enfuvirtide, Fuzeon) es el prototipo de los IF. Es un péptido relativamente grande,
compuesto por 36 aminoacidos, y por consiguiente, debe administrarse mediante una

inyeccion subcutanea. Este farmaco fué aprobado en Europa y EUA en el 2003 para el
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tratamiento de la infeccion por VIH-1 en adultos que hubieran recibido tratamiento previo
con ARVs y en nifilos mayores de 6 afios de edad (109).

[1.5.1.4.2. Inhibidores de la unién

Este grupo es muy heterogéneo, de manera que no es posible hablar de una sola clase de
farmacos (110, 111). El Pro-542 (o CD4-IgG, recombinante) es una proteina de fusién, que
previene la union del VIH-1 con linfocitos T CD4+, al unirse con la gp120 (112, 113). El
BMS-488,043 es un inhibidor de la union temprana, el que se une de manera muy
especifica y reversible con la gp120 del VIH-1 (114). El TNX 355 (previamente Hu5A8) es
un anticuerpo monoclonal que se une al receptor CD4+ del linfocito T y asi evita la entrada
del VIH-1. A diferencia de otros inhibidores, parece prevenir la union de la gp120 con los
co-receptores. Algunos expertos lo describen como un antagonista de co-receptores por
esta razon (115, 116).

11.5.1.4.3. Antagonistas de los co-receptores

Ademas del receptor CD4+, el VIH-1 requiere co-receptores para entrar a la célula diana
(117, 118). Las sustancias se clasifican en antagonistas de CCR5 o de CXCR4 en base a
su especificidad por el co-receptor (119). Aunque los estudios filogenéticos han
demostrado que los virus con tropismo X4, que surgen cuando hay un tratamiento con
antagonistas del CCR5, se seleccionan probablemente a partir de reservas preexistentes y
no se desarrollan como resultado de un cambio en el uso del receptor; (120, 121) el riesgo
asociado con una posible seleccion de virus X4 adn es incierto.

El vicriviroc es un antagonista del CCR5 (122), al igual que el maraviroc (122-125), aunque
este Ultimo carece de actividad contra los virus X4. También el aplaviroc (126) funciona
como un antagonista del CCR5. EI AMD 11070 es un antagonista del co-receptor CXCR4

y no es eficaz contra los virus con tropismo por el R5 (127).
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[1.5.1.5. Inhibidores de la integrasa

La integrasa es una de las tres enzimas codificadas por el gen pol del VIH. Participa en la
integracion del ADN viral al genoma del huésped (128, 129). Los inhibidores de la
integrasa son diferentes de los inhibidores de la entrada, puesto que no previenen la
entrada del virus a la célula (130, 131).

I1.6. Resistencia a los farmacos

Actualmente existen mas de dos docenas de productos disponibles para el tratamiento de
la infeccion por VIH, a pesar de ello hay una creciente necesidad de farmacos nuevos; no
so6lo para los pacientes con virus multirresistentes que estan esperando nuevas opciones
de tratamiento. También se prevén problemas relacionados con una toxicidad a largo
plazo y con la adherencia a las drogas, ya que las terapias posiblemente necesitaran
prolongarse durante décadas enteras, dado que la erradicacion del VIH-1 no es posible en
la actualidad (15).

La terapia antirretroviral tiene como fin prolongar la vida del paciente y mantener la mejor
calidad de salud y de vida posible. El éxito o el fracaso del tratamiento puede evaluarse
mediante diferentes criterios: el virologico, el inmunoldgico o el clinico. De estos, el
indicador mas utilizado, por ser el primero en reflejar la respuesta al tratamiento, es el éxito
o el fracaso virologico (disminucion o incremento de la carga viral). A continuacion se
encuentra el éxito o el fracaso inmunolégico del tratamiento (elevacion o caida del conteo
de células CD4) y, por ultimo, el fracaso clinico del tratamiento, que por lo general se hace
evidente mucho después (132-134).

Entre las causas del fracaso terapéutico se encuentran:

Incumplimiento del tratamiento por parte del paciente (135, 136).

Insuficiente potencia antirretroviral en la combinacién de drogas (86).

Deficiente absorcion del farmaco o de la combinacion de farmacos.

Interacciones farmacocinéticas (137).
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¢ Activacion farmacoldgica inadecuada.

¢ Replicacion viral en compartimentos santuarios para la droga (138).

Una vez excluidas las demas causas de fracaso, se precisan parametros para reconocer
precozmente cuando empieza a disminuir la eficacia de las drogas en uso, debido a la
seleccion de virus resistentes.

En una enfermedad como el sida, con una fase asintomatica prolongada, la posibilidad de
monitorizar la progresion de la infeccion mediante el recuento de linfocitos CD4+, o la de
predecir su evolucion a merced de la determinacion de la carga viral (139); ha permitido
establecer recomendaciones terapéuticas y de prevencion que han resultado de gran
eficacia para frenar la progresion clinica o reducir el riesgo de infecciones oportunistas.
Puesto que los ARVs no logran la erradicacion del VIH-1 (140) aunque, consiguen
controlar su replicacion por un lapso variable de tiempo, se precisan nuevos parametros
que permitan conocer precozmente cuando empieza a fallar la medicacion en uso o, mejor
aun, que ayuden a seleccionar aquellas combinaciones mas eficaces tras el fracaso del
tratamiento ARV previo (141).

El desarrollo de mutaciones en los virus que causan resistencia es una de las principales
razones del fracaso de la terapia antirretroviral. Cuando hay resistencia a diferentes clases
de medicamentos, el nUmero de regimenes alternativos de tratamiento es limitado y es
probable que el éxito viroldgico de las terapias posteriores o de los regimenes de rescate
sea efimero.

Las pruebas de deteccion de resistencia se han utilizado en algunos estudios clinicos y se
ha demostrado su correlacion con la pérdida de la eficacia antiviral. Hoy dia se ha
subrayado su valor para pronosticar la respuesta a la medicacion antiviral como marcador

temprano de fracaso terapéutico (142, 143).
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[1.6.1. Bases moleculares de la resistencia

El VIH-1, como otros virus ARNS, presenta una gran variabilidad. La carencia de la
actividad correctora de errores de la Tl de este virus hace que las nuevas moléculas que
se formen tengan frecuentes mutaciones con respecto al genoma parental (144, 145). Esto
podria suponer un grave inconveniente para la variabilidad del virus pero en realidad pasa
a ser un buen mecanismo de adaptacion biolégica cuando se considera la alta tasa de
replicacion. Se entiende asi que los nuevos virus generados cada dia formen particulas
virales con alguna ventaja adaptativa respecto a los progenitores. Todas y cada una de las
variantes posibles (cuasiespecies) existen, incluidas aquellas que causan resistencia a los
ARVSs, y su proporcion respecto al total de la poblacion dependera del grado relativo de
compromiso o de ventaja de adaptacion que cada variante tenga en ese ambiente y
momento concreto (2, 70, 146). La gran variabilidad del VIH-1 implica la posible existencia
de mutaciones en estas variantes que causan resistencia, aun antes de la exposicion al
farmaco, lo que también se conoce como resistencia natural (147, 148). Las variantes
virales con mutaciones que confieren resistencia a un inhibidor, aunque la mutacion sea
parcial, adquieren una ventaja selectiva por el aumento de su eficacia bioldgica en
presencia del inhibidor, respecto al virus salvaje (147, 149, 150).

La menor susceptibilidad a un farmaco generalmente depende de la presencia de cambios
genéticos en el genoma virico que supone una alteracion de la enzima diana del
medicamento, ya sea la Tl, la PR u otra de las enzimas blanco (21, 151).

Por otra parte, las cepas resistentes pueden transmitirse y por lo tanto detectarse en
pacientes recién infectados que no han recibido tratamiento; en estos casos se habla de
resistencias transmitidas (152).

Ademas de los mecanismos de resistencia antes expuestos, existen la llamada: resistencia
celular. Ella es desencadenada en la célula hospedera (linfocitos T CD4+ o macrofagos)

como respuesta a la exposicion a farmacos ARVs. Por ejemplo, se ha detectado que luego
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de la administracion de AZT se produce un fendmeno de contrarregulacion de la timidina-
quinasa celular responsable de su activacion a la forma trifosfato, lo que provoca que el
D4T sea menos efectivo en pacientes pretratados con AZT (153, 154). Igualmente se ha
descrito que cuando un paciente recibe un farmaco por un periodo prolongado de tiempo
se inducen moléculas que actian como transportadores de membrana (p. e. la
glicoproteina P), que operan extrayendo los IPRs de la célula (155).

Ante una carga viral detectable debemos recordar que la resistencia a los farmacos ARVs
no es la unica causa de fracaso al tratamiento. Probablemente la falta de adherencia sea
la causa mas frecuente del aumento de la carga viral y, en funcion del grado de
incumplimiento, puede ser que incluso el genotipo detectado no presente ninguna
mutacion de resistencia (156-158).

[1.6.1.1. Mutaciones primarias y secundarias

Cuando existen niveles plasmaticos disminuidos de los farmacos ARVS no se consigue
evitar el ciclo replicativo celular del VIH-1 y, por tanto, se siguen generando virus que
presentan como minimo un nucledtido distinto cada vez que emergen de la célula
infectada. Ante esta circunstancia y dada la gran dinamica de replicacion del VIH, se
favorece que aparezcan cambios en el genoma del mismo que confieren resistencia tanto
genotipica como fenotipica.

Las mutaciones primarias aparecen precozmente cuando se aplica una presion
farmacologica insuficiente, y suelen ser especificas para cada farmaco. Este tipo de
mutacion produce una reduccion del efecto antiviral del farmaco utilizado y suele causar
una disminucién de la capacidad replicativa viral. Las secundarias se acumulan en el
genoma del VIH-1 (que ya contiene mutaciones primarias) en un intento por mejorar la
capacidad replicativa que ha sido alterada por las primarias. En ocasiones, las mutaciones
surgidas como respuesta al tratamiento con un farmaco confieren pérdida de sensibilidad a

otros farmacos de la misma familia, lo cual se conoce también como mutaciones
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causantes de resistencia cruzada. En algunos casos, la resistencia cruzada se debe a que
la mutacién primaria es la misma; por ejemplo, la mutacién en la posicion 82 de la PR
condiciona resistencia a IDV y RTV, o la mutacién M184V en la Tl confiere resistencia de
alto grado al 3TC y de bajo grado al DDI, y DDC y ABC (159). Una situacion especial es la
del DAT, que entre 10 a 15% de las ocasiones se producen en los virus mutaciones
clasicamente vinculadas a AZT (por ejemplo, en los codones 215, 41, 70) que causan
resistencia a AZT pero que apenas comprometen su eficacia (160).

El acimulo de mutaciones secundarias produce un gran aumento de las resistencias
cruzadas (161).

Aquellas mutaciones que revierten la pérdida de sensibilidad provocada por otra mutacion
(p. e. pérdida por la adquisicion previa de la mutacion T215Y), son llamadas mutaciones
antagonicas; por ejemplo, la mutacion 74V, que induce resistencia al DDI revierte
parcialmente la sensibilidad fenotipica a AZT (162, 163).

Las mutaciones que disminuyen simultdneamente la sensibilidad a varios de los farmacos
administrados en una combinacion, y que son diferentes de las mutaciones especificas
para cada uno de ellos, son denominadas mutaciones de resistencia a terapias
combinadas. Este es el caso de la mutacion G333E en el gen pol, que confiere resistencia
simultanea al AZT y 3TC (164).

[1.6.2. Resistencia a los inhibidores de transcriptasa inversa analogos de nucledsidos y
nucleatido

Estos compuestos son pro-medicamentos que soélo son efectivos al convertirse en
trifosfatos y asi compiten con los dNTPs. La incorporacion de un inhibidor fosforilado en el
ADN pro-viral bloquea la elongacion del ADN pro-viral e interrumpe la sintesis.

Hay dos mecanismos bioguimicos principales implicados en la resistencia a los ITIANs
(165). El primero, conocido como “inhibicion estérica”, es causado por las mutaciones que

modifican la estructura de la enzima. Entonces la incorporacion de los ITIANs se bloquea a
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favor de los dNTPs. Las mutaciones involucradas con este mecanismo son: M184V,
Q151M, L74V, o K65R (166-169). El segundo, denominado “fosforilisis via trifosfato de
adenosina o pirofosfato” causa la eliminacion de los ITIANs incorporados en la cadena de
ADN. Con este mecanismo estan relacionadas las mutaciones: M41L, D67N, K70R,
L210W, T215Y y K219Q (169, 170). La fosforolisis causa resistencia cruzada entre los
ITIANS que puede variar entre las sustancias (AZT, D4AT > ABC > DDC, DDI >3TC). Este
mecanismo también es conocido como escision nucleotidica.

Las mutaciones mas comunes observadas en virus de pacientes infectados con VIH-1
tratados con regimenes que contienen ITIANs fueron identificadas, en sus inicios, por su
papel en la resistencia al AZT. Se ha demostrado que también estan asociadas con
resistencia fenotipica y clinica a cada uno de los otros ITIANs (164).

[1.6.2.1. Resistencia mudltiple a inhibidores de transcriptasa inversa analogos de
nucledsidos

La resistencia multiple es frecuente en pacientes con un prolongado uso de los ITIANs. Se
han descrito varias rutas para la generacion de virus multirresistentes, entre ellas, la
conocida como “complejo 151", que implica la aparicion de la mutacion Q151M en la
secuencia del gen que codifica para la Tl seguida de la acumulacion secuencial de otras
cuatro mutaciones en las posiciones, A62V, V75I, F77L y F116Y; lo que deriva en virus
altamente resistentes a los ITIANS. Su prevalencia en la poblacion de pacientes tratados
varia entre un 2y un 6% (171).

La segunda ruta de mutirresistencia es conocida como “insercion 69” e incluye una familia
de inserciones de seis nucledtidos extras, los cuales codifican para dos nuevos residuos
entre los aminoacidos 67 y 70. Existen diferentes patrones mutacionales (T69SSA,
T69SSS) generalmente combinados con otras mutaciones de resistencia al AZT, DA4T,

DDI, DDC, 3TC o ABC, entre ellos los que se dan en las posiciones 41, 210, 215 y
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ocasionalmente 62V, del gen pol (172, 173). Su prevalencia en pacientes tratados con
estos inhibidores es aproximadamente de un 2% (174-176).

La mutacion K65R causa resistencia a cada uno de los ITIANs excepto al AZT. Emerge e
incrementa su frecuencia de aparicion causando fallo virolégico en regimenes que incluyan
tres analogos, exceptuando al AZT, y se asocia con otras mutaciones como la M184V y
raramente con la Q151M. No se observa en presencia de las mutaciones asociadas a

timidina (TAMs o NAMs del inglés thymidine-associated mutations) (174, 177).

[1.6.3. Resistencia a los inhibidores de transcriptasa inversa no analogos de
nucledsidos

Este grupo también inhibe la actividad de la enzima viral TI. Los ITINANS son moléculas
pequefias que se unen al sitio hidrofébico adyacente al dominio catalitico de la TI. Se han
sugerido dos mecanismos involucrados con la resistencia a este grupo: el primero
relacionado con cambios conformacionales en el sitio de unién de los dNTP y el segundo
con cambios en la actividad de la ARNasa H (178, 179).

Las mutaciones en el sitio de union reducen la afinidad de los ITINANs a la Tl y provocan
una mala repuesta al tratamiento. El riesgo de resistencia cruzada es muy alto y ésta
puede desarrollarse muy rapidamente; una Unica mutacion en la posicion 103 (K103N) del
gen pol es suficiente para impedir la accion de todos los miembros de esta familia de
farmacos (180).

[1.6.4. Resistencia a los inhibidores de la proteasa

Los IPRs actuan impidiendo el rompimiento del precursor viral Gag (p55) y Gag-Pol (p160)
por la PR del VIH-1, por lo que se producen patrticulas virales inmaduras no infecciosas. La
resistencia a los IPR suele desarrollarse lentamente puesto que primero deben
acumularse varias mutaciones. El patron de mutaciones para cada uno de los IP es mas
complejo que el descrito para los ITI. A pesar de su pequefio tamafo, la PR puede tolerar

una gran cantidad de mutaciones. Muchas de éstas mutaciones se localizan en el centro
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de union al sustrato e interfieren directamente con la union de los IPRs. Otras se situan en
regiones de la PR diferentes al centro activo y parecen actuar modulando la actividad de
las PRs mutantes sin afectar directamente la union del inhibidor.

La interpretacion de las mutaciones en la PR es especialmente compleja por la extensa
presencia de polimorfismos (variaciones naturales de la secuencia) en las regiones
codificadoras de la PR de aislamientos virales de pacientes que nunca han recibido terapia
ARV (181).Hay un alto grado de resistencia cruzada entre los IPRs, descrito incluso antes
de que los IPRs estuvieran disponibles en el mercado (182).

[1.6.5. Resistencia a los inhibidores de la fusion

Los IF son compuestos diferentes de los ITIANs, ITINANs y de los IPRs, ya que bloguean
la entrada del VIH a las células diana. El T-20 o enfurvitide es un péptido lineal que se une
a la region HR1 de la gp41, inhibiendo los cambios necesarios para que se produzca la
fusion. Se han descrito mutaciones en el gen que codifica para ésta proteina que causan
resistencia y afectan la capacidad replicativa viral. El T-20 es un péptido relativamente
grande que induce la produccién de anticuerpos, aunque esto no parece dafar su eficacia
(183).

Los pacientes que tienen una carga viral bien controlada o quienes tienen opciones con
una TAAE clasica, no necesitaran el T-20. Este farmaco suele ser util en terapias de
rescate (109, 184).

[1.7. Ensayos para determinar resistencia a los antirretrovirales

La literatura describe la existencia de una correlacion entre la presencia de mutaciones
gue confieren resistencia y la pérdida de la eficacia antiviral, lo que permite considerarlas
un marcador precoz de fracaso terapéutico aun antes de que ocurra una elevacion de la
carga viral (185, 186).

A pesar de que cada afio se aprueban nuevos farmacos ARVSs, cada vez mas se

desarrollan resistencias directas a los mismos y cruzadas a otros compuestos ARVS, claro
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esta, las opciones terapéuticas no son ilimitadas. Asi pues, entender los mecanismos
béasicos del desarrollo de resistencias, las pruebas utilizadas para detectar su presencia y
los enfoques para su manejo en la clinica resultan cruciales para conseguir una terapia
mucho mas eficaz (187, 188).

A medida que se utilicen mas ampliamente todas las distintas familias de farmacos ARVs
en el disefio de la TAAE y los pacientes presenten fracaso viroldgico a los mismos, existira
un namero mayor de portadores de virus resistentes y, por tanto, un niumero mas elevado
de posibles transmisores de cepas resistentes.

Actualmente se dispone de métodos para determinar los cambios ocurridos en el genoma
(pruebas genotipicas) y para medir cambios en la susceptibilidad in vitro a un farmaco
especifico (pruebas fenotipicas) (20). Las resistencias se determinan mediante estudios
del genoma del VIH-1 que caracteriza la secuencia primaria de nucleotidos de la Tl y de la
PR, con lo que pueden detectarse las mutaciones presentes en ellas (21, 22).

[.7.1. Ensayos genotipicos de resistencia al VIH-1

El ensayo genotipico resulta ser sin duda la técnica mas ampliamente disponible, requiere
menos tiempo para su realizacion, es menos compleja técnicamente, tiene un menor costo
economico y presenta la ventaja adicional de que las mutaciones que se detectan pueden
preceder a las resistencias fenotipicas (23, 189, 190).

Para la realizacion de los ensayos genotipicos de resistencia al VIH-1 se emplean
generalmente las técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa (RCP); sin embargo
para poder detectar el virus mediante esta técnica se requiere que la carga viral presente
en el plasma sea superior a 1 000 copias/mililitros. Por otro lado, las especies mayoritarias
de virus se detectan con facilidad, aunque las que constituyen menos del 20% del
producto amplificado pueden no ser detectadas. Es decir, el hecho de no hallar una

mutacion determinada no excluye su presencia (16).
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Los ensayos genotipicos se caracterizan por su sensibilidad. Con ellos se obtiene una
secuencia consenso de la region amplificada del gen del VIH-1 de interés que permite
conocer el patrén de todas las mutaciones, relacionadas o no con resistencia (191).

Las mutaciones detectadas en el gen viral y asociadas con menor sensibilidad estan bien
descritas para la mayoria de los medicamentos, pero la gran diversidad de patrones de
resistencia que puede involucrar mutaciones secundarias dificulta la determinacion del
grado de resistencia a cada medicamento en particular.

[1.7.1.1. Ensayos genotipicos de resistencia convencionales

1. Secuenciacion del ADN

Secuenciacion ciclica mediante dideoxinucleotidos

1.1 Amplificacion de una muestra de genomas del VIH y determinacion de secuencia
promedio. Conlleva una retrotranscripcion, RCP y reaccion de secuenciacion para
determinar secuencia consenso promedio (192).

1.2 Determinacion de secuencias de genomas individuales de una poblacion. Para
ello el material amplificado por RCP se clona (192).

2. Deteccidon de mutaciones puntuales

Amplificacion por RCP mediante uso de cebadores especificos o0 RCP selectiva. Se

emplea cuando se conocen los codones que confieren resistencia a un farmaco y se

disefian cebadores que hibridan durante la RCP con el acido nucleido del virus salvaje

o del mutado.

2.1 Afimetrix. Esta técnica utiliza chip de hibridacion maltiple que cubre los puntos de
mutacion conocidos. Consiste en la hibridacion de fragmentos pequefios de ARN
obtenidos del aislado por RCP y transcripcion in vitro. Es un método rapido y que
permite procesar gran numero de muestras. El método se encuentra limitado por

la heterogeneidad genética del virus, la presencia de deleciones o inserciones y
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gue los oligos incluidos son derivados de la secuencia consenso del subtipo B
(192).

2.2 Ensayo LiPA VIH-1 TR y LiPA VIH-1 P. Para la realizacion de éste ensayo son
empleadas sondas especificas que discriminan el virus mutado de los que
presentan resistencia primaria. Se amplifica la zona del genoma que cubre las
principales regiones de resistencia y posteriormente se hibrida con
oligonucledtidos especificos para las distintas mutaciones. Las principales
deficiencias son: no detecta la variedad de combinaciones de mutaciones, se
puede ver afectado por el polimorfismo y es un método dirigido. Es util para el
estudio de mutaciones conocidas (192).

[1.7.1.2. Ensayos genotipicos de resistencia comerciales

Entre los ensayos genotipicos que se comercializan podemos encontrar, TrueGene HIV

(Siemens), ViroSeqg HIV (Abbott Diagbostic), GENChec (Virco) y GeneSeq. HlI

(Monogranm Biosciences).

El fenotipo virtual (del inglés, Virtual/Phenotype) es uno de los ensayos comerciales con

caracteristicas especiales, ya que permite hacer una aproximacion del fenotipo a partir del
genotipo (193). En este caso un patron de mutacion se interpreta con ayuda de una gran
base de datos de asociacion del genotipo con el fenotipo de las muestras. Los genotipos
que correspondan al virus del paciente se identifican mediante busqueda en la base de
datos. Se obtiene el promedio de las ICso de los virus correspondientes para obtener el
fenotipo mas probable del virus del paciente (106).

[1.7.2. Ensayos fenotipicos de resistencia al VIH-1

Las pruebas de resistencia fenotipicas implican la cuantificacion directa de la sensibilidad
al medicamento. La replicacion viral se mide en cultivos celulares a concentraciones
ascendentes del medicamento antirretroviral y se compara con la replicacion viral del virus

salvaje (106).
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Las concentraciones del medicamento se expresan como valores de la concentracion
inhibitoria del 50% (ICso). La ICsp es la concentracion del farmaco requerida para inhibir al
50% la replicacion viral La sensibilidad del virus se expresa como la ICso comparada con el
valor del punto de corte. Actualmente se utilizan tres diferentes puntos de corte: el punto
de corte técnico (una medicibn de la variabilidad metodolégica del ensayo,
aproximadamente 2.5 veces mayor que la ICsp); el punto de corte bioldgico (involucra la
variabilidad entre los virus aislados de pacientes con VIH-1 sin tratamiento previo con
ARVs, es ligeramente mayor que el punto de corte técnico y no permite predecir la
respuesta clinica a un medicamento) y por dltimo, el punto de corte clinico, que indica
hasta qué valor de ICs, puede esperarse éxito virologico. Las desventajas de la prueba
fenotipica incluyen el prolongado tiempo del proceso y el alto costo del ensayo (106).
[1.7.2.1. Ensayos fenotipicos de resistencia convencionales

1. Método de sensibilidad del virus en células mononucleares de la sangre periférica
(CMSP). Los linfocitos de sangre periférica del paciente son cultivados con células
de donante sano y seronegativo. La sensibilidad se determina afiadiendo una
concentracion estandar del virus (obtenido a partir de sangre del paciente) a células
de donante seronegativo en presencia de concentraciones crecientes del farmaco.
La presencia del virus se mide por cuantificacion del Ag p24. Al final se calcula la
ICs0. Entre estos ensayos encontramos: Hela-CD4, deteccion de efecto citopatico
en lineas T y ensayos en CMSP (192).

2. Técnica de virus recombinantes. Generacion de un virus recombinante. Los virus
recombinantes incluyen una region de un gen o el gen completo y un clon que
carece del gen que se ha amplificado. El analisis de la sensibilidad se realiza
mediante ensayos de reduccion de placas o de deteccion de muerte celular. Las
células que sobreviven a la infeccion convierten un reactivo empleado en el ensayo

en un producto de color azul. La cantidad de ese producto estara correlacionado
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con el numero de células que quedan protegidas de la infeccion. El reactivo se mide
por espectrofotometro. Entre estas técnicas podemos citar: la induccion de
mutaciones en clones infecciosos y el ensayo de recombinacion por clonaje de RT
(192).

[1.7.2.2. Ensayos fenotipicos de resistencia comerciales

Entre los ensayos fenotipicos que se comercializan estan el Antivirogram® (Virco); el

PhenoSense (Monogram Biosciences), y el PhenoScript (Viralliance).

Las pruebas genotipicas y fenotipicas ofrecen resultados confiables intra-ensayo e inter-
ensayo. No obstante, la interpretacion de los perfiles de resistencia genotipica se ha vuelto
muy compleja y requiere de la actualizacion constante de las normas (106).

Aunque la falla del tratamiento requiere de la consideracion de otros factores causales, las
pruebas de resistencia son de gran importancia en el manejo y seguimiento de la terapia
antirretroviral (106).

Finalmente, es necesario enfatizar que aun con el beneficio de las pruebas de resistencia
interpretadas correctamente, solo los médicos con experiencia en el tratamiento del HIV
deberian iniciar, interrumpir o cambiar la terapia antirretroviral y hacerlo, teniendo en
cuenta, la situacion clinica y el contexto psicosocial del paciente (106).

El costo de los ensayos genotipicos es de 350 a 500 euros segun el ensayo y el
laboratorio utilizado. Los fenotipicos cuestan aproximadamente el doble (106).

[1.7.3. Algoritmos para la interpretacion de los ensayos genotipicos de resistencia al
VIH-1

La interpretacion de los ensayos de resistencia genotipica al VIH-1 es complicada por
muchas razones. Primero, existen muchas mutaciones relacionadas con la resistencia a
drogas que emergen con patrones complejos. Segundo, la resistencia a las drogas suele

ser un fendbmeno de todo o nada. Tercero, los resultados de los ensayos de resistencia
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deben corresponderse con los principios de la terapia antirretroviral, como se describe en
las guias de tratamiento publicadas en la actualidad (16, 28, 194).

Como la interpretacion de la pruebas genotipica para la deteccion de resistencia al VIH-1
es independiente del proceso de genotipaje, resulta una herramienta ideal para llevar los
resultados obtenidos de los ensayos a un sistema computarizado, que acepta una
secuencia nucleotidica o una lista de mutaciones y sugiere un nivel de resistencia para las
diferentes drogas ARVs (25, 195, 196).

Existen dos algoritmos para la interpretacion de éstos ensayos: los algoritmos basados en
reglas (del inglés, rules-bases) y los algoritmos de aprendizaje en maquina (del inglés,

machine-learning). Los basados en reglas son desarrollados por expertos a partir de una

gran cantidad de datos publicados sobre el impacto fenotipico de los ensayos de
resistencia al VIH-1y la significacion clinica de las mutaciones detectadas, en los genes de
estudios, relacionados con la resistencia (28, 196).

Los algoritmos de aprendizaje en maquina contienen reglas desarrolladas por un programa
de computacion que analiza los datos que relacionan genotipo con fenotipo o debut clinico
(28, 29).

La mayoria de los algoritmos empleados en la clinica son los basados en reglas.

11.7.3.1. Algoritmos de interpretacion basados en reglas

La base de datos de VIH de la Universidad de Stanford (196) esta entre los algoritmos
basados en reglas. Ella acepta igualmente que los usuarios envien las secuencias de VIH
0 una lista de mutaciones e informa de los niveles de resistencia inferidos para las 23
drogas aprobadas por la FDA, inhibidoras de la Tl y de la PR. El programa asigna una
puntuacion individual a cada mutacion relacionada con resistencia a la droga y realiza una
sumatoria de las puntuaciones de todas y cada una de las mutaciones relacionadas con
cada farmaco, lo que representa la puntuacion total para cada uno de los ARVs. Usando

esta puntuacion, el programa describe alguno de los siguientes niveles de resistencia a
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droga inferido: susceptible, probable resistencia baja, resistencia baja, intermedia y alta
(28, 29).

El algoritmo de la Agencia Nacional de Investigaciones para el sida (ANRS), empleado
igualmente para interpretar las pruebas de resistencia, se actualiza con regularidad por un
panel de expertos investigadores a partir de estudios béasicos publicados y de ensayos
clinicos realizados por ellos (28, 29).

Existe también un algoritmo creado por investigadores del Instituto Rega, en Leuven
(Bélgica), a partir de un conjunto de datos provenientes un nimero de casos de personas
infectadas con VIH-1 y que ha tenido un alto nivel de prediccion a la respuesta virologica,
tres meses después del comienzo del tratamiento con nuevos regimenes (28, 29).

Algunas de las bases de datos mas importantes sobre prediccion de los perfiles de

resistencia al VIH-1 y sistemas de interpretacion son: Stanford-Database, Los Alamos-

Database, geno2pheno, HIV Genotypic Drug Resistance Interpretation, ANRS AC11 (106).
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CAPITULO IIl. MATERIALES Y METODOS

[1l.1. Muestras clinicas

Todo el procedimiento experimental que se expone en el presente trabajo ha sido
formulado en Proyectos de Investigacion aprobados por el Comité de Etica del IPK, que
actta en conformidad con las leyes y reglamentos vigentes dictados por el MINSAP y el
CITMA, y que contempla los principios enunciados en la Declaracion de Helsinki de la
Asociacion Médica Mundial para las investigaciones médicas en seres humanos (OMS,
2008). Cada una de las tareas de investigaciébn que conforman la tesis, en las que
participan individuos enfermos o sanos, ha sido precedida de una informacion
adecuada acerca de los objetivos, métodos, afiliaciones institucionales de los
investigadores, beneficios calculados, riesgos previsibles e incomodidades derivadas
del experimento. De igual manera, las personas incluidas en los estudios fueron
informadas del derecho de participar o0 no en la investigaciébn y de retirar su
consentimiento en cualquier momento, sin exponerse a represalias. Después de
asegurar la comprension de la informacion, se recogié por escrito, el consentimiento
informado y voluntario de cada persona. Se respetd la confidencialidad de la
informacion de los individuos estudiados, y las muestras obtenidas sélo se utilizaron en
las investigaciones para las cuales fueron previstas originalmente (Anexo ).

En el estudio fueron incluidos un total de 585 pacientes infectados con el VIH-1, que
asistieron a realizarse conteo de CD4 y/o carga viral en el laboratorio clinico del
Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri", entre los meses de mayo y septiembre del
afio 2003. Se extrajeron 5 mililitros (mL) de sangre total en tubos con acido etileno
diamino tetra-acético en condiciones de esterilidad. La sangre se centrifugd a 1 000
gravedades (g) durante 15 minutos (min), para la obtencién de 1 mL de plasma. Las

muestras se almacenaron a -70°C hasta su transporte. En el mes de febrero del afio
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2004 se transportaron en contenedores cerrados con hielo seco, al laboratorio de
Patogenia Viral del Instituto de Salud Carlos Ill, donde se complet6 el estudio.

De los 585 pacientes, recibian tratamiento antirretroviral 293 pacientes (50,1%) y 292
(49,9%) no lo recibian. Del total, 17.4% eran mujeres y el 82,5% eran hombres. En
relacion con la via de transmision, 85,1% eran hombres que tenian sexo con hombres y
los 14,9% restantes habian sido infectados por via HT.

Los datos epidemioldgicos y clinicos de los pacientes seleccionados para el estudio
provienen del Registro Nacional del VIH del MINSAP.

[11.2. Extraccion de ARN

El plasma extraido (1 mL) se suspendido en 9 mL de tampon de lisis incluido en el

estuche NucliSENS® (BioMérieux, Boxtel, Holanda). Este tubo se invirtid y centrifugo

durante 3 min a 1 500 g. Para la extraccion del ARN se emplearon los reactivos del

estuche de la Nuclisens (Biomerieux, Marcy | Etoile, France). Posteriormente, se tomo

un tubo de silica gel y se agito hasta formar una suspension opaca, luego se afiadieron
50 microlitros (L) de ésta a cada tubo de tampon de lisis y se siguio la metodologia
descrita por Boom y cols. (197). Se incub6 durante 10 min a temperatura ambiente
(TA), se centrifugd durante 3 min a 1 500 g, se elimind el sobrenadante y se afadio 1
mL de la solucién de lavado. Se realizaron dos lavados con ésta solucion, que se
centrifugaron durante 1 min a 10 000 g y posteriormente dos lavados mas con 1 mL de
etanol al 70%, repitiendo la centrifugacion en iguales condiciones. Se adicion6é 1 mL de
acetona y se repitio la centrifugacion. El precipitado se deseco en un sistema calefactor
(bloque térmico) a 56°C durante 10 min. Se suspendié el ARN en 50 pl de tampén de
eluciéon. Se incubd nuevamente a 56°C durante 10 min y a mitad de la incubacion se
agitd y se dejo nuevamente en el sistema calefactor. Se centrifugd 2 min a 10 000 g. El

vial con el ARN extraido se almacen6 a -70°C hasta su uso.
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[11.3. Transcripcion inversa y amplificacion mediante reaccion en cadena de la
polimerasa

El segmento del gen del pol que codifica para la PR y 0,9 kb del segmento de éste gen
que codifica para la Tl se amplific6 mediante una retrotranscripcion-reaccion en cadena
de la polimerasa (RT-RCP) seguida de RCP anidada. Para la RT-RCP se utilizaron
entre 5-15 pL del ARN extraido, teniendo en cuenta, si se conocia la carga viral del
paciente, y se afiadieron a 45 uL de mezcla de reaccion, constituida por 10 mM Tris-
HCI, pH 8,3, 50 mM KCL, 2 mM MgCl,, 0,2 mM dNTPs, 0,4 M de cada cebador (Tabla

2), 10 U RNasin (Promega), 1 U de la enzima BioTag DNA polymerase (BioLine,

London, UK), y 10 U de la SuperScript lll Reverse Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad,

CA). Para la segunda reaccién o RCP anidada se tomaron 2 uL de la RT-RCP y se
afadieron a 48 pyL de una mezcla que contenia 10 mM Tris-HCI, pH 8,3, 50 mM KCL,
1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTPs, 0,4 M de cada cebador (Tabla 2) y 2 U de la enzima

BioTag DNA polymerase (BioLine, London, UK), siguiendo el protocolo descrito por

Villahermosa y cols. (198).

Tabla 2. Secuencia nucleotidica de los cebadores empleados para la RT-RCP y la RCP

anidada.
RT-RCP
Positivo 1 Negativo 1
RP-1-S RP-1-A
5 -GAAAAAGGGCTGTTGGAAATGTGGAA-3 5 -AAATTTAGGAGTCTTTCCCCATATACTATGC-3
RCP anidada
Positivo 2 Negativo 2
PR-O-S2 RT-O-A
5-GCTAATTTTTTAGGGAAGATCTGGCCT T-3 5 -TGCCTCTGTTAATTGTTTTACATCATTAGTGTG-3
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Las amplificaciones se efectuaron en un termociclador PTC-200 (MJ Research, EEUU).

La RT-RCP se inicié con un ciclo de transcripcion inversa de 30 min a 50°C seguida de
un ciclo de desnaturalizacién a 94°C durante 2 min (la RCP anidada comienza a partir
de éste ciclo de desnaturalizacion). Los ciclos de amplificacion siguientes consistieron
en una desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos (seg), hibridacion a 55°C por 30 seg
y extension a 72°C por 90 seg. Se efectuaron 40 ciclos para la RT-RCP y 35 para RCP
anidada. Luego de los ciclos de RCP se realiz6 una extension a 72°C por 5 min.

En el momento del estudio no se disponia del dato de la carga viral de la mayoria de
las muestras estudiadas porgue no se contaba aun con este diagnoéstico generalizado.
Por ello, tomando en cuenta el protocolo empleado en el laboratorio (198), se
afadieron 15 uL del ARN extraido a la primera reaccion de amplificacion (RT-RCP) de
aquellas muestras de las que no se conocia el valor de la carga viral o estaba por
debajo de las 2 000 copias. De las que se conocia el valor y en dependencia del mismo
se adicionaron 5 0 10 pL del ARN extraido.

Para determinar la carga viral en el plasma de los pacientes se emple6 el HIV-1 QT

Nuclisens, suministrado por NASBA Diagnostics (BioMérieux, Boxtel, Holanda),

siguiendo las instrucciones del fabricante. El limite de deteccion del ensayo es de 50
copias/mL.

Se obtuvo el valor de la carga viral de un total de 159 pacientes, de ellos 71 con cifras
no detectables, 23 por debajo de 1 000 copias/mL, 10 entre 1 000 y 2 000 copias/mL y
55 con mas de 2 000 copias/mL. De estas muestras no amplificaron 10 de las que
tenian cargas virales por debajo de 1 000 copias/mL, tres que tenian entre 1 000y
2 000 copias/mL, y ocho con mas de 2 000 copias/mL.

Se utilizaron controles negativos de agua y positivos de ARN extraido a partir de
muestras de plasmas inoculados con diferente nimero de copias de ARN de VIH-1 (50,
250 y 1 000 copias/mL). Para la determinacion del numero de copias del ARN utilizado

47



Resistencia a las drogas antirretrovirales y diversidad genética del VIH-1 en Cuba

como control positivo se partio del plasma de un paciente al que previamente se le ha
determinado su carga viral. Se seleccionaron los plasmas con una carga viral elevada,
y se diluyeron con plasma de donante sano para dejarlo a las concentraciones de: 500
copias/ml 6 1 000 copias/ml.

[11.4. Purificacion y secuenciacion

Se tomaron 5 L del producto de la RCP anidada y se aplicaron en un gel de agarosa
al 1% tefido con bromuro de etidio para realizar una electroforesis horizontal. El gel fue
visualizado en un trans-iluminador de luz ultravioleta y empleando un patrén ADN de

peso molecular 1 a 10 kb (Lonza Rockland, Inc, Rockland, ME) para chequear el

tamafo de la banda esperada.

Los productos de RCP positivos por electroforesis fueron sometidos a una purificacién

enzimética con 2 U de fosfatasa alcalina (GE Healthcare Bio-Sciences Amersham), 1 U

de exonucleasa |, (GE Healthcare Bio-Sciences), mas 5 uL del producto de la RCP. El
programa de purificacion fue de 15 min a 37°C y 15 min a 80°C (199).

A partir de 1uL del producto purificado (10-40 ng para un fragmento de 1 000-2 000 pb)
se realizé la reaccion de secuenciacion, afiadiendo ademas 5,9 uL de agua, 1,5 uL de

una mezcla contenida en el estuche comercial BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit

(Applied Biosystems, Foster City, CA) y 20 uM de cada uno de los oligos (Tabla 3). Se

colocaron en un termociclador a 94°C 2 min, seguido de 25 ciclos a 94°C 30 segundos;
50°C 15 segundos; 60°C 4 min. Para la visualizacién de la reaccion de secuenciacién
se realizd una electroforesis capilar mediante un secuenciador automatico ABI 3700

(Applied Biosystems, Foster City, CA), siguiendo el protocolo del productor.
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Tabla 3. Secuencia nucleotidica de los cebadores empleados en la reaccion de

secuenciacion.

Proteasa
Positivo 1 Negativo 1
PR-T-S PRsec 2A
5- AGCCCCACCAGAAGAGAGCTT-3 5 -GATGYGGTATTCCTAATTGRACYTCCCA-3

Transcriptasa Inversa
Positivo 2 Negativo 2

RTsec 1S OUTER A
5-CAAAAATTGGGCCTGAAAATCCATA-3 5 -TGGATGGGTTATGAACTCCATCCTGAT-3

Las secuencias fueron corregidas utilizando el segmento de la secuencia de referencia
del VIH-1 (HXB2) del subtipo B, correspondiente al fragmento del gen analizado. Esta
cepa es la utilizada a nivel internacional como referencia para detectar mutaciones,
polimorfismo e inferir la resistencia a los diferentes drogas antivirales.

La secuencia completa de la PR (aminoacidos del 1 al 99) méas los 325 codones
iniciales de la Tl fueron enviados a la base de datos de la Universidad de Stanford (27)
para detectar las mutaciones que confieren resistencia a los inhibidores de la Tl y la PR
del VIH-1.

[11.5. Analisis filogenético

Las secuencias de referencias empleadas para el analisis de filogenia y los nUmeros de
acceso a las secuencias depositadas en el GenBank se muestran en el Anexo Il.

Las secuencias fueron alineadas manualmente con Bioedit (Tom Hall,

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). El analisis filogenético se realizé con

arboles de union por vecindad (NJ, del inglés neighbor-joining trees), utilizando el

modelo de evaluacion de dos parametros de Kimura. El soporte estadistico de los
nodos se evalud mediante el remuestreo (bootstrapping) empleando 1 000 réplicas
(200). Se defini6 como grupo filogenético aquel que estuviera apoyado por un valor de

bootstrap 270%. Todos los analisis se realizaron con el programa MEGA 3 (201).
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El analisis de recombinacion se llevé a cabo mediante bootscaning (202), utilizando el
programa Simplot V, version 3.5.1 (203).

[11.6. Anadlisis estadistico

Mediante la prueba exacta de Fisher se examind la asociacion entre las formas
genéticas del VIH-1 mas frecuentes y entre los subgrupos filogenéticos (en aquellos
subtipos o CRF donde fueron identificados), por una parte, y la preferencia sexual y la
region, por otra. Con el empleo de modelos de regresion logistica se evalud la
asociacion entre cada forma genética con preferencia sexual, region y sexo mediante la
determinacion, para cada una de estas variables, del cociente de probabilidades (OR,
del inglés, odds ratio), con un intervalo de confianza del 95%. Para este analisis se
compararon las regiones, debido al pequefio nUmero de muestras por cada provincia,
excepto Ciudad de la Habana. Las provincias incluidas en cada region fueron: (1)
Ciudad de la Habana, (2) region occidental: Pinar del Rio, La Habana, Matanzas e Isla
de la Juventud, (3) region central: Villa Clara, Cienfuegos, Sancti Spiritus y Ciego de
Avila y (4) region oriental: Las Tunas, Camaguiiey, Holguin, Granma, Santiago de Cuba
y Guantanamo. En todos los analisis se utilizo el paquete estadistico STATA, version

8.2 para CP (STATA Corp., College Station TX).

El andlisis estadistico para comparar la frecuencia de mutaciones entre las formas
genéticas del VIH-1 mas representativas se realiz6 mediante la prueba de McNemar
del paquete estadistico Babel para computadora personal (RSIGMA).

Los datos generales recogidos a los pacientes se muestran en el Anexo 1l y la lista de

aminoacidos y sus simbolos actuales en el Anexo IV.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION
IV.1. Formas genéticas del VIH-1 en el gen de la polimerasa
De las 585 muestras analizadas amplificaron 425. Del grupo de muestras que no
amplificaron (215) la mayoria correspondian a pacientes bajo tratamiento, por lo que
suponemos que el tratamiento era efectivo en estos pacientes. La no amplificacion
ademas pudo deberse, en segundo lugar, y como ya ha sido descrito en materiales y
métodos, al hecho de que careciamos de la informacion del valor de la carga viral de
de la mayoria de los pacientes. En tercer lugar, las muestras se almacenaron por
medio afio a -70°C, como esta recomendado, pero no descartamos la posibilidad de un
fallo del fluido eléctrico y una posible descongelacién. En cuarto lugar, el procedimiento
descrito y estandarizado en este laboratorio se realiza a partir de 2 mL de plasma, sin
embargo en nuestro caso sélo contabamos con 1 mL para la extraccion del ARN.
La distribucion de las muestras de acuerdo con la provincia de procedencia, sexo y
preferencia sexual, junto con el nidmero de infecciones por VIH-1 diagnosticada en
cada provincia al cierre del 2003, se muestra en la Tabla 4.
Se llevé a cabo el andlisis filogenético de las secuencias de VIH-1 obtenidas a partir de
los ADNs amplificados (n=425) y se examind la correlacion entre los hallazgos
filogenéticos y la epidemiologia de las 425 muestras recolectadas.
Entre todos los donantes de muestras so6lo 13 pacientes (3%) refirieron haber salido del
pais. Las muestras colectadas para este estudio representaban cerca del 12% de la
cifra total de las personas infectadas por VIH-1 en Cuba desde su deteccidon hasta fines
del 2003, estimada en ese momento en 4 718 individuos infectados. De este total, 3
626 estaban vivos y 951 (26,2%) de ellos habian sido sometidos a tratamiento antiviral

de alta eficacia.
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Tabla 4. Distribucion por provincia, sexo y conducta sexual de los pacientes cubanos

estudiados infectados con el VIH-1.

Provincias

Ciudad de la Habana

Region Occidental

La Habana

Pinar del Rio

Matanzas

Isla de la Juventud

Regién Central

Villa Clara

Sancti Spiritus

Ciego de Avila

Cienfuegos
Regién Oriental

Santiago de Cuba

Holguin

Guantanamo

Camaguey

Granma

Las Tunas

Total

268

21

13

352

Sexo

35

73

Conducta sexual

HSH HT
247 56
19 8
4 3
3 3
4 1
11 10
2 6
5 3
2 3
7 5
3 5
2 4
4 0
1 2
0 2
314 111

Total

303 (71,2%)

27 (6,3%)

;
(1,6%)

6
(1,4%)

5

(1,1%)

21 (4,9%)

8 (1,8%)

8 (1,8%)

5 (1,1%)

12 (2,8%)

8 (1,8%)

6 (1,4%)

4 (0,9%)

3 (0,7%)

2 (0,4%)

425

Total de casos VIH-1

diagnosticados por
provincias hasta el
cierre del 2003

2030

161

128

110

24

314

107

70

68

135

159

35

105

120

40

3626

Abreviaturas: F: Femenino; M: Masculino; HSH: hombres que tienen sexo con hombres; HTs: Heterosexuales.

Fuente: Registro Nacional de VIH del MINSAP. Historias clinicas, IPK
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Se confecciond un arbol con las 425 secuencias mediante el método de NJ, basado en
distancias de dos pardmetros de Kimura, y una vez que se observo en este arbol con
qué referencias agrupaba cada una, éstas se analizaron en arboles por separado para
cada subtipo de acuerdo con sus agrupamientos en el arbol inicial.

La distribucion de las muestras segun su forma genética se ilustra en la Figura 3;
donde se observa una alta diversidad de formas genéticas del VIH-1. El subtipo B fue el
de mayor prevalencia, seguido por CRF19 cpx, recombinantes BG, CRF18 cpx,
subtipo C y subtipo G. En andlisis mediante bootscanning utilizando el programa
Simplot, 75 secuencias (17,6%) se identificaron como recombinantes entre algunas de
las formas genéticas circulantes en Cuba (BG, B/CRF18, B/CRF19, G/CRF18,
CRF18/CRF19, B/CRF18/CRF19 y BC), probablemente originadas localmente. Se
habia esbozado, con anterioridad, la posible existencia de este recombinante Unico BG

que ahora se halla en un alto nimero de las muestras estudiadas (33).

=B
ECRF18_cpx
BCRF19_cpx
OBG

BC

OH

oG

oAl

oF
OCRF02_AG
OURF

2%

Figura 3 Subtipos, CRFs y URFs identificadas en el fragmento del gen pol del VIH-1 analizado.

Los resultados confirman los hallazgos previos, basados en secuencias parciales de

pol y env de 105 muestras recolectadas en el afio 1999, y permitieron examinar las
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correlaciones epidemioldgicas y la dinAmica de la distribucion de formas genéticas del
VIH-1 (33, 35).

La epidemia cubana se ha caracterizado desde sus inicios porque mas de un 50% de
las personas infectadas habitan en la capital. Esta ademas conformada por mas de un
80% de hombres y de ellos mas de un 80% son HSH; en la capital este ultimo grupo es
aproximadamente el 82% (30).

Como en estudios anteriores, el subtipo B continla siendo predominante,
representando el 41% de las muestras analizadas. Esta proporcion es posiblemente
mucho mas alta que la real para este subtipo, tomando en cuenta que solo se amplifico
y secuencio un segmento de 1,2 kb del genoma (fragmento del gen pol) y que los HSH
estan presentes con un 92,1% en la muestra porque se tomé una mayor cantidad de
ellas en la Ciudad de la Habana (71,2%), y en ellos prevalece el subtipo B. Esto se
debid a que las muestras de plasmas de los pacientes infectados con VIH-1 se tomaron
en el Instituto “Pedro Kouri”, ubicado en esta ciudad.

El estudio cubano de vigilancia epidemiologica a nivel molecular del periodo 1997-
2002, reporto también al subtipo B en mayor proporcién, seguido de los subtipos: A, C,
Gy las FRs CRF01 _AE y CRF02_AG. Ademas encontraron un grupo de muestras no
subtipables (44 de un total de 304). Blanco y cols. describen cinco recombinantes en
los genes estudiados (env/gag) (A/D, A/G, AIAG, A/B, A/AB) (35, 78).

En el afio 1988, que marca el comienzo de la epidemia cubana, fueron diagnosticados
99 pacientes, de ellos 56 infectados en el continente africano (Registro Nacional de VIH
del MINSAP), en paises como el Congo, Mozambique, Etiopia y Angola; en algunos de
los cuales (Congo y Angola) se ha descrito la mayor variabilidad del VIH-1 (12), lo que
permitiria explicar este panorama tan diverso de subtipos y FRs descrito en la epidemia

cubana. Najera y cols. describen que en areas donde circulen mas de dos formas
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genéticas es posible mediante reinfecciones o infecciones dobles la generacién de FRs
(47).

Los 49 recombinantes BG forman un grupo monofilético, que se subdivide en tres
subgrupos (Figura 4). La Figura 5 muestra el analisis por bootscanning de estos
subgrupos, y en ella podemos apreciar como se distribuyen los subtipos By G a lo
largo del segmento del gen estudiado. Por el cambio en la distribucion del subtipo a lo
largo de fragmento del gen estudiado y por los diferentes puntos de recombinacion
observados (inflexiones de los gréaficos), junto con el agrupamiento de los arboles
filogenéticos, es por lo que inferimos que probablemente se trataba de tres nuevas
CREFs. Sin embargo para poder afirmar que estos subgrupos se corresponden con tres
nuevas CRF es necesario secuenciar los genomas completos de tres virus de cada
subgrupo, provenientes de pacientes no relacionados epidemiolégicamente. Los
resultados obtenidos con posterioridad a este trabajo, en genoma completo, indican
que ellos correspondian a 3 CRFs (CRF20 BG, CRF23 BG y CRF24 _BG)
relacionadas estrechamente, las cuales derivan de cepas del subtipo B y G que
circulan en Cuba. La expansion reciente de recombinantes BG en Cuba se infiere por la
corta distancia genética entre las muestras (Figura 4) y por los datos de diagndéstico

reciente, hasta la fecha de realizado el estudio (Figura 6).
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Figura 4 Arbol filogenético obtenido con el método de NJ (Kimura, 2 parametros) para las 49
secuencias nucleotidicas de VIH-1 analizadas correspondientes a las formas recombinantes
BG (I, I 'y Il son subgrupos que forman estas formas recombinantes). Los virus
correspondientes a los subtipos de referencia se muestran subrayados denotados por el
nombre del subtipo correspondiente seguido por el nombre del aislado. Las muestras cubanas
estudiadas estan codificadas con el prefijo CB.
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Figura 5 Analisis mediante bootscaning de las secuencias recombinantes en el segmento
secuenciado. Se muestra el boostcan de 3 recombinantes BG representativos de los 3
subgrupos filogenéticos (Figura 4). El eje horizontal representa la posicién del nucleétido del
punto medio de la ventana desde el extremo 5’ de la proteasa y el eje vertical representa el
valor de bootstrap que apoya el agrupamiento con el subtipo correspondiente. Se utilizaron
ventanas de 200-300 nucleétidos, con un incremento de 20 nucledtidos. Los arboles NJ fueron
construidos usando distancias de dos parametros de Kimura. El andlisis inicial de bootscaning
fue realizado con los consensos de los virus de referencia de todos los subtipos y los
CRF18 cpx y CRF19 cpx. Un segundo analisis (el mostrado en la figura) se realizd sélo con
las secuencias de referencia que agrupaban con el virus analizado 270% en algin segmento
del andlisis inicial, ademas de los subtipos de referencia H y K utilizados como grupos
externos. Los subtipos de referencia usados en el analisis fueron aquellos incluidos en los
alineamientos de Los Alamos HIV Sequences Database.

Se llevo a cabo ademas un analisis del porcentaje de subtipos presentes en la muestra
por afios de diagndstico (Figura 6). Del total de 28 individuos diagnosticados entre 1986
y 1990, 25 de ellos eran HT, con una alta diversidad de formas genéticas; solamente
dos virus presentaban subtipo B. Las ocho infecciones probablemente adquiridas en
Africa central (Angola o Republica Democratica del Congo) fueron diagnosticadas en
este periodo. Entre las infecciones diagnosticadas posteriormente, los virus del subtipo
B aumentaron al inicio, con un pico en 1997 del 58%, seguido de una disminucién
gradual, coincidiendo desde 1999, con una expansion de las infecciones por

recombinantes BG. Ninguno de los recombinantes BG fue diagnosticado con la
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infeccién por VIH-1 antes de 1996 y todos exceptuando tres fueron diagnosticados a

partir del 2000 (Figura 6, izquierda).
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Figura 6 Porcentaje de subtipos de acuerdo al afio de diagnéstico. La grafica de la izquierda
corresponde al porcentaje de subtipos por afios de diagndstico contra el total de pacientes en
la muestra y la de la derecha al porcentaje de subtipos por afios de diagnéstico contra los
pacientes HSH de Ciudad de la Habana.

En Ciudad de la Habana este recombinante estuvo completamente ausente en las
infecciones diagnosticadas antes de 1999 en el grupo de HSH y se incrementaron
progresivamente hasta un 31,4% de las infecciones diagnosticadas en el 2003; unido a
una marcada disminucion en la proporcion de infecciones por el subtipo B (Figura 6,
derecha). Las otras formas genéticas mas frecuentes en la muestra (CRE18 cpx,
CRF19 cpx y subtipo C) fluctuaron a través de los afos, sin exhibir una tendencia
mantenida.

Si comparamos estos resultados con el estudio de 1999 de Cuevas y cols. la diferencia
mas marcada es el aumento en la proporcién de recombinantes BG, de un 2% a un
11,6%. La mayoria de ellos (77,6%) son pacientes HSH de Ciudad de la Habana (37).
No conocemos con exactitud si la rapida expansiéon de recombinantes BG es debido a
las caracteristicas bioldgicas virales o al aumento de conductas sexuales promiscuas, 0

a ambas, pero tal diversidad refleja la naturaleza dinAmica de la genética de la

58



Resistencia a las drogas antirretrovirales y diversidad genética del VIH-1 en Cuba

epidemia del VIH-1; mediante la cual, las formas genéticas nuevas, introducidas o
generadas por recombinacion, pueden expandirse rapidamente en una epidemia
establecida.

En otras partes del mundo se han observado cambios similares. Tovanabutra y cols. en
Tailandia, describen diferentes formas genéticas del VIH en distintas poblaciones de
riesgo. El subtipo B primé entre los usuarios de drogas intravenosas (UDIs) y la
CRFO01_AE entre HT. Sin embargo, en el afio 2000 la CRF01_AE desplazo al subtipo B
como forma predominante entre UDIs (204, 205).

El caso de los recombinantes BG en Cuba difiere del caso de Tailandia en que las
CREFs cubanas se han generado localmente y expandido dentro del contexto de una
epidemia establecida. Los cambios rapidos en la distribucion de formas genéticas en
epidemias de VIH-1 establecidas apoyan la necesidad de una vigilancia continua (33,
206).

Resultados similares a lo acontecido con las FRs BG muestra un estudio reciente
realizado en China en poblacion HSH, donde el subtipo B disminuye del 77,5% al
41,9%, mientras la CRFO1_AE aumenta del 3,7% al 30,2% (207).

Otro de los subtipos detectados fue el C. El presente estudio revelé también la
circulacion del subtipo C en Cuba, por su hallazgo entre personas no infectadas en
Africa y sin relacion directa con aquellos que la adquirieron al inicio de la epidemia en
ese continente. Esto se apoya en la observacion de los dos subgrupos (I y II), que
muestra la Figura 7, con altos valores de boostrap (95% y 99%, respectivamente), los
cuales no agrupan con las cepas de referencia africanas. Debido a la gran variabilidad
del virus, aun dentro de un mismo paciente, y el tiempo transcurrido desde los inicios

de la epidemia, este subtipo ha ido cambiando.
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Figura 7 Arbol filogenético obtenido con el método de NJ para las 26 secuencias nucleotidicas
del segmento del gen pol del VIH-1 analizadas que agrupan con el subtipo C (I y Il son
subgrupos de este subtipo). Los virus correspondientes a los subtipos de referencia se
muestran subrayados designados con el nombre del subtipo correspondiente seguido del
nombre del aislado. Las muestras cubanas estudiadas estan codificadas con el prefijo CB.

Blanco y cols. describieron 12 pacientes cubanos infectados con virus de subtipo C,
dos de los cuales adquirieron la infeccion en Africa, y con posterioridad describieron 23
pacientes infectados con este subtipo, cuya infeccion habia sido adquirida en Africa o
por contacto directo con estos pacientes (78). En este trabajo se comenta sobre una
posible diferencia del subtipo C encontrado en Cuba y el virus de referencia; sin
embargo esto no pudo ser confirmado pues la técnica empleada en el estudio no lo
permitidé. Cuevas y cols. hallaron dos pacientes infectados con este subtipo, uno de los
cuales adquirid la infeccion en Etiopia y el otro en Zambia (33).

Ochenta y dos (19,3%) virus fueron recombinantes entre dos o0 mas formas genéticas

que circulan en Cuba (subtipo B, Gy C, CRF19 cpx y CRF18 cpx) (Figura 8 y 9). La

60



Resistencia a las drogas antirretrovirales y diversidad genética del VIH-1 en Cuba

Figuras 8 muestra el arbol correspondiente a estas formas en mosaico, identificadas

mediante analisis de bootscanning, que se muestra en la Figura 9.

H 90CFDEE
—_ CETH2IIO

P Fa—
- T | - —
I—Uﬂ—_“’—"z’e.: 511C
(==Y
100 CH S04 (FA)
p— e
- g FJ BRO2D.1
100 Eﬁ;ﬁ&r
— Fapist
00— CHEIT I=0R=1
- R ,_EL;:'.G-EHF Bl
| L _—T¢ Ui
33" (CRF1G/CRF13)
CB 181" (CRFABICRF1G)
1 —— CB 014 [BCRFIE)

i\g -

= (BICAFE)

C8 353" (BICRF19]
D051 14

12 BFARKAISS

|2F1]

CH 54"' & "'F:F1&'I34F1ﬂ|

CB 402" [SICRF1ACRF1T)
B. RF"

570 | BCRF1E)

CS 404

CB 22
o

Figura 8 Arbol filogenético obtenido con el método de NJ para las secuencias nucleotidicas del

segmento del gen pol del VIH-1 analizadas correspondientes a posibles recombinantes. Los

virus correspondientes a los subtipos y CRF de referencia se muestran subrayados,

designados con el nombre del subtipo o CRF correspondiente seguido del nombre del aislado.
Las muestras cubanas estudiadas estan codificadas con el prefijo CB.

Este incremento relativo de los recombinantes con relacion a estudios anteriores puede
ser el resultado de la expansion de los BGs. Otros recombinantes de esta clase que

tienen una expansion limitada son los B/CRF18 (n=11), ocho de los cuales forman un
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grupo monofilético pudiendo representar una nueva CRF o un recombinante derivado

de una CRF.
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Figura 9. Analisis mediante bootscaning de secuencias recombinantes en el segmento del gen
pol del VIH-1. Se muestra el boostcan de 6 recombinantes, un recombinante Unico BG y uno de
cada recombinante B/CRF19, B/CRF18, G/CRF18, CRF18/CRF19 y B/C. El eje horizontal
representa la posicion del nucleétido del punto medio de la ventana desde el extremo 5’ de la
proteasa y el eje vertical representa el valor de bootstrap que apoya el agrupamiento con el
subtipo o CRF correspondiente. Se utilizaron ventanas de 200-300 nucleétidos, con un
incremento de 20 nucleétidos. Los arboles NJ fueron construidos usando distancias de dos
pardmetros de Kimura. El andlisis inicial de bootscaning se realiz6 con consensos de virus de
referencia de todos los subtipos y los CRF18 cpx y CRF19 cpx. Un segundo analisis (el
mostrado en la figura) se realizd posteriormente solo con las secuencias de referencia que
agrupaban con un valor de bootstrap= 70% en algin segmento del analisis inicial, ademas de
los subtipos de referencia H y K utilizados como grupos externos. Los subtipos de referencia
usados en el andlisis fueron aquellos incluidos en los alineamientos de Los Alamos HIV
Sequences Database. Las referencias de CRF18 cpx fueron CU14 y CU76. Para CRF19 cpx
fueron CU7, CU29 y CU38. Las muestras cubanas estudiadas estan codificadas con el prefijo
CB.
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Teniendo en cuenta que estos resultados estan basados en el analisis de 1,2 kb del
genoma del VIH-1 (proteasa y 0,9 kb de la transcriptasa inversa), es muy probable que
la proporcién real de estos recombinantes sea mayor. Una gran prevalencia de
recombinantes Unicos también ha sido descrita en otras areas geograficas como
Myanmar central (208), sudeste de China (209), Africa oriental (210, 211), Argentina
(212, 213), y Brasil (214).

IV.1.1. Asociacion de las formas genéticas de VIH-1 con la region geogréfica y la
preferencia sexual

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas con una p<0,05, al analizar
la asociacion de algunas formas genéticas con la preferencia sexual. Las formas
genéticas asociadas con los HSH fueron, subtipo B, recombinantes BG, vy
recombinantes B/CRF18; mientras que las asociadas con los HT fueron los subtipos G
y H (Tabla 5). El estudio de Cuevas y cols. describe resultados similares a los nuestros
con un predominio del subtipo B entre los HSH, mientras que las formas genéticas no B
predominaron entre los HT (33).

Tabla 5. Asociacion de las formas genéticas de VIH-1 con la preferencia sexual.

Preferencia sexual

Subtipos o formas HSH HT
recombinantes (n=314) (n=111)

n % n %
Ba 155 49,4 20 18
CRF19 cpx 55 17,5 23 20,7
BG2 42 13,4 7 6,3
CRF18_cpx 19 6,1 11 9,9
C 16 51 10 9
G2 5 1,6 11 9,9
B/CRF182 11 3,5 0 0
Ha 2 0,6 7 6,3
B/CRF19 5 1,6 2 1,8

Abreviaturas: HSH: hombres que tienen sexo con hombres; HTs: Heterosexuales
a Diferencia estadisticamente significativa por grupo de riesgo (p < 0.05) de acuerdo a la prueba exacta de Fisher.
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En las Tablas 5y 6 se aprecian, como la diferencia mas notable, que el subtipo B esta
presente en el 49,4% de HSH, pero solamente en el 18% de HT (OR 5,0, 95% IC 2,0-
12,3).

Tabla 6. Andlisis multivariado entre las formas genéticas de VIH-1, la regién geogréfica y la
preferencia sexual.

Variables incluidas en el modelo®

Preferencia sexual® Region®
Subtipos y
Cociente de Cociente de
formas
. probabilidades 95% IC probabilidades 95% IC
recombinantes

(OR) (OR)
B 5 (2,0-12,3)° 0,4 (0,2-1,1)°
CRF19 cpx 1,3 (0,5-3,6) 0,5 (0,2-1,5)
BG 1,7 (0,5-5,9) 0,5 (0,1-2,4)
CRF18_cpx 1,3 (0,3-5,9) 2.8 (1,0-7,6)°
C 0,5 (0,2-1,6) 2,6 (0,9-7,6)°
G' 0,1 (0,0-0,5)" - -
B/CRF18° - - 4,5 (1,1-17,7)°
H 0,5 (0,0-6,3) 81,8 (9,5-701,0)°
B/CRE19" 0,9 (0,2-4,6) - -

Abreviaturas: HSH: hombres que tienen sexo con hombres; HTs: Heterosexuales

#Todos los modelos ajustados por sexo.
b Categoria de referencia: HT.
¢ Categoria de referencia: todas las regiones excepto la region oriental.
4 Diferencias estadisticamente significativas con una p<0,05.
¢ Diferencias estadisticamente significativas con una 0,05<p<0,10.
"En este modelo todos los individuos de la region oriental tienen formas genéticas de subtipos no G, por tanto la
variable “regién” esta excluida del modelo.
9 En este modelo todos los individuos tenfan la misma categoria de riesgo y sexo, por lo tanto el modelo sélo incluye
la variable “region”.
En este modelo todos los individuos eran de la misma regién y sexo, por lo tanto el modelo sélo incluye la variable
“preferencia sexual”.

Fuente: Historias clinicas, IPK; Laboratorio de Patogenia Viral, Instituto de Salud Carlos III.

Desde los inicios de la pandemia del sida, el subtipo B se ha asociado con la poblacion
HSH. Montano y cols. estudiaron la prevalencia, genotipos y factores de riesgo de la
infeccion por VIH-1 en cinco paises de América del Sur, encontrando una alta
prevalencia de la infecciébn entre HSH asociada a mudltiples parejas sexuales y a
enfermedades de transmisién sexual; sin embargo no se encontré asociacién con el

grupo de UDI. El subtipo B predominaba entre los HSH en toda la region, mientras que
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el subtipo F predominaba entre las mujeres trabajadoras del sexo en Argentina y los
hombres de ese mismo ramo en Uruguay (38). Los primeros estudios realizados de la
epidemia en Argentina revelaron la presencia de dos epidemias independientes: una
entre los HSH en la que predomina el subtipo B y una segunda en HT (hombre y mujer)
en la que es mayoria el subtipo F (215).

En otras partes se ha descrito una distribucion desigual de formas genéticas entre
grupos con diferente preferencia sexual, como es el caso de Tailandia (216, 217),
Sudafrica (218), Argentina (212, 215) y Rusia (72, 219, 220). En Cuba, diversas formas
genéticas de origen africano parecen haber sido introducidas tempranamente entre
HTs, como se sugiere en el analisis de las muestras de individuos diagnosticados al
inicio de la epidemia (30, 35, 78). Entre HSH el subtipo B ha sido la forma genética mas
comun, al menos hasta 1996, aunque otras formas genéticas, también halladas en la
poblacion HT, han estado presentes en este grupo.

Los resultados preliminares del analisis multivariado indicaron que las asociaciones con
la region oriental fueron solamente significativas en unos casos. Por esta razén se uso
la variable region en dos categorias: la region oriental y el resto de Cuba.

El modelo multivariado mostré que los virus obtenidos de los pacientes que viven en la
region oriental de Cuba se asociaban con las FRs CRF18 cpx, B/CRF18 y el subtipo H
(Tabla 6), mientras que los pacientes de la region central del pais (datos no mostrados
en la Tabla 6) se asociaron con la variante viral CRF19 cpx, cuando se compardé con el
resto de Cuba (OR 3,2, 95% IC 1,6-6,6). La CRF19 cpx, fue descrita en el afio 2005
(221), siendo las formas genéticas parentales probablemente de origen africano.

En el caso del subtipo H, el intervalo de confianza del modelo multivariado es muy
grande, como se puede observar en la Tabla 6, porque el nimero de muestras
analizadas es pequefo. El subtipo H, encontrado solamente en una muestra en el

estudio anterior y adquirido en Africa, se detecta ahora en nueve virus. Solamente dos
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infecciones se comprobaron que fueron adquiridas en Africa. La prevalencia de este
subtipo es marcada en Santiago de Cuba (Region Oriental) con la presencia en seis
(50%) de las 12 infecciones (total de infecciones detectadas en esta provincia). Cuatro
de estos virus forman un grupo monofilético (Figura 10), lo que sugiere que el subtipo H
puede estar circulando en esta provincia. El subtipo H, parece haberse propagado a
partir de un paciente infectado en Africa, que habita en esa zona del pais.

En el presente estudio se describen resultados similares a lo observado en la epidemia

de Brasil, con distribuciones de subtipos entre diferentes regiones (222).

Figura 10 Arbol filogenético obtenido con el método de NJ para las secuencias nucleotidicas
segmento del gen pol del VIH-1 analizadas correspondientes a los subtipos Al, F1, G, Hy la
CRF02_AG (Gcu es un subgrupo del subtipo G en el que agrupan los G cubanos). Los virus
correspondientes a los subtipos y CRF de referencia se muestran subrayados designados por
el nombre del subtipo 0 CRF correspondiente seguido por nombre del aislado. Las muestras
cubanas estudiadas estan codificadas con el prefijo CB.
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IV.1.1.1. Asociacién de los subgrupos del VIH-1 con las regiones geogréaficas de Cuba
y la preferencia sexual

Dentro de las formas genéticas mas representativas (recombinantes BGs, subtipos C,
G, subtipo B, CRF19 cpx y CRF18 cpx) se identificaron subgrupos filogenéticos
apoyados por los valores de bootstrap, que se pueden observar en los arboles
correspondientes (Figuras 4, 7, 10, 11, 12 y 13). El ndmero de individuos y la
distribucion segun la preferencia sexual en cada subgrupo se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7 Asociacion de los subgrupos del VIH-1 con la preferencia sexual.

Subtipo y forma Total HSH HT
recombinante Subgrupo n
n % n %

B 175 155 88,6 20 11,4
B-I2 97 91 93,8 6 6,2
B-1I 13 13 100 0 0

CRF19_cpx 78 55 70,5 23 29,5
CRF19-12 18 16 88,9 2 11,1
CRF19-112 13 4 30,8 9 69,2
CRF19-112 11 11 100 0 0
CRF19-IV 6 5 83,3 1 16,7

BG 49 42 85,7 7 14,3
BG-| 21 17 81 4 19
BG-II 20 18 90 2 10
BG-IIl 6 5 83,3 1 16,7

CRF18_cpx 30 19 63,3 11 36,7
CRF18-| 14 8 57,1 6 42,9
CRF18-II 8 5 62,5 3 37,5

C 26 16 61,5 10 38,5
C-I2 13 13 100 0 0
C-lI2 5 0 0 5 100

G 16 5 31,2 11 68,8
Geu 12 5 41,7 7 58,3

Abreviaturas: HSH: hombres que tienen sexo con hombres; HTs: Heterosexuales

a Diferencias estadisticamente significativas por grupo de riesgo (p < 0.05) de acuerdo a la prueba exacta de Fisher.
Fuente: Historias clinicas, IPK; Laboratorio de Patogenia Viral, Instituto de Salud Carlos Il1.
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Mediante un analisis univariado se examinaron las asociaciones de los virus
pertenecientes a subgrupos con las categorias de preferencia sexual y regién. Se

encontré que los subgrupos B-lI, CRF19-1, CRF19-lll y C-I estaban asociados a HSH,;

mientras que CRF19-1l y C-ll se asociaban con los HT (Tabla 7) y CRF19-1V se
asociaban con la region central (OR 3,2, 95% IC 1,6-6,6).

El subgrupo mas grande (B-l) abarca 97 virus del subtipo B, la mayoria de los cuales
son HSH de Ciudad de La Habana (Figura 11). Este subgrupo también habia sido
identificado en un estudio anterior con resultados concordantes entre el gen pol y la

region V3 de env (33).
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Figura 11. Arbol filogenético obtenido con el método de NJ para las 175 secuencias
nucleotidicas del segmento del gen pol del VIH-1 analizadas correspondientes al subtipo B (I 'y
Il son subgrupos de este subtipo). Debido al gran nimero de muestras de secuencias, el arbol
incluye solamente una fraccion de los virus del subtipo B estudiados. Los virus
correspondientes a los subtipos de referencia se muestran subrayados denotado por el nombre
del subtipo correspondiente seguido del nombre del aislado. Las muestras cubanas estudiadas
estan codificadas con el prefijo CB.
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De los 14 subgrupos, siete se asociaron con preferencia sexual y dos con la region
central. Algunos tienen una corta distancia inter-muestra (Figura 4) y datos de
diagnéstico reciente (Figura 6), lo que sugiere la existencia de grupos de transmision

activa del VIH-1, en Cuba.
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Figura 12 Arbol filogenético obtenido
con el método de NJ para las 30
secuencias nucleotidicas del segmento
del gen pol del VIH-1 analizadas
correspondientes a la forma
recombinante circulante compleja 18 (|,
II, 'y IV son subgrupos de esta forma
recombinante). Los virus
correspondientes a los subtipos y CRE
de referencia se muestran subrayados,
designados con el nombre del subtipo o
CRF correspondiente seguido del
nombre del aislado. Las muestras
cubanas estudiadas estadn codificadas
con el prefijo CB.
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Figura 13 Arbol filogenético obtenido
con el método de NJ para las 78
secuencias nucleotidicas del segmento
del gen pol del VIH-1 analizadas
correspondientes a la forma
recombinante circulante compleja 19 (I,
II, 'y IV son subgrupos de esta forma
recombinante). Debido al gran ndmero
de muestras de secuencias el arbol
incluye solamente una fraccion de las
CRF19 cpx. Los virus correspondientes
a los subtipos y CRF de referencia se
muestran subrayados, designados con el
nombre del subtipo o] CRE
correspondiente seguido del nombre del
aislado. Las muestras cubanas
estudiadas estan codificadas con el
prefijo CB.
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El reconocimiento de subgrupos filogenéticos dentro de los subtipos y CRFs permite la
identificacion de recombinaciones intra-subtipo y superinfecciones (12), lo que pudiera
ser relevante para examinar la correlacién entre la variacion genética del VIH-1 y la
respuesta inmune protectora en re-infecciones.

IV.2. Mutaciones en el gen pol del VIH-1 y resistencia a los antirretrovirales

IV.2.1. Pacientes tratados

Los ARVs son producidos por las grandes transnacionales farmacéuticas y se
emplearon en los paises desarrollados desde su salida al mercado, hecho que estuvo
restringido para los paises en vias de desarrollo por el alto costo de los mismos. Sin
embargo, paises como la India (2004) (223), Brasil (1996) (224) y Cuba (2001) (30)
fueron pioneros en la produccion de genéricos y su implementacion en el tratamiento
de pacientes infectados con este virus. Las autoridades sanitarias en Cuba decidieron
su produccion desde el afio 2001 y en la actualidad son tratados todos los pacientes
que lo requieren.

La primera herramienta empleada para el seguimiento del paciente VIH fue la
cuantificacion de las células CD4+. Luego se introduce la cuantificacion de la carga
viral, parametro que predice la afectacion del sistema inmune antes de las variaciones
del conteo de células CD4+. Con el empleo de la terapia antirretroviral se comienza a
utilizar una técnica mas novedosa, la secuenciacion del acido nucleico viral. Ella
permite detectar precozmente mutaciones en el virus que pueden inducir una mala
respuesta a la terapia en el paciente tratado y por tanto la evolucidon del paciente. Esta
técnica detecta poblaciones virales mayoritarias presentes en el individuo (en mas del
20% de la poblacion). Hoy en dia se emplean métodos mas sensibles aun, que
permiten encontrar mutaciones presentes en poblaciones minoritarias y predicen una

respuesta inadecuada en los pacientes no tratados.
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A pesar del éxito del tratamiento, algunos pacientes presentan virus con resistencia a
los regimenes ARVs. Como resultado de ello se hace dificil elegir otro régimen de
tratamiento, debido a que en la mayoria de los casos los fallos pueden deberse a la
emergencia de mutaciones en el VIH-1 que confieren resistencia, y algunas de estas
mutaciones causan resistencia cruzada entre los medicamentos ARVs (225). En el
mundo se han realizaron estudios para corroborar la utilidad de los ensayos
genotipicos, como herramientas factibles para la adecuada seleccion de terapias de
rescate (226). Estos estudios han mostrado que en los pacientes con fallo terapéutico,
el uso de estos ensayos permitid realizar un cambio adecuado de medicamento y
disminuir los costos al elegir temprana y correctamente el tratamiento y ademas
posibilitd un correcto uso de los IPRs (227-229).

La distribucién de las formas genéticas del VIH entre los pacientes tratados y no
tratados por subtipos se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8 Distribucién de las formas genéticas del VIH-1 con relacion al tratamiento

antirretroviral por subtipos y formas genéticas.

Formas genéticas Pacientes Pacientes Total de
del VIH-1 no-tratados tratados pacientes
n=250 (58, 8%) n=175 (41, 2%) n=425
B 109 (43, 6%) 66 (37, 7%) 175 (41, 2%)
C 10 (4%) 16 (9, 1%) 26 (6, 1%)
G 7 (2, 8%) 9 (5, 1%) 16 (3, 8%)
H 3 (1, 2%) 6 (3, 4%) 9 (2, 1%)
Al 4 (2, 3%) 4 (0, 9%)
F1 1 (0, 6%) 1 (0, 2%)
CRF19_cpx 44 (17, 6%) 34 (19, 4%) 78 (18, 3%)
CRF18_cpx 21 (8, 4%) 9 (5, 1%) 30 (7, 1%)
CRF02_AG 2 (0, 8%) 2 (1, 1%) 4 (0, 9%)

Formas Recombinantes

- 0, 0, 0,
Onices 54 (21, 6%) 28 (16, 6%) 82 (19, 3%)

Fuente: Registro Nacional de VIH del MINSAP. Historias clinicas, IPK.
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De los 425 pacientes cuyos virus fueron amplificados, 175 (41,2%) se encontraban
recibiendo tratamiento antirretroviral y 250 (58,8%) no recibian tratamiento.

Las mutaciones del VIH-1 detectadas en el gen de la polimerasa asociadas a
resistencias a los ITI se detectaron en 92 de 175 virus amplificados (52,5%) en el grupo
de pacientes tratados (Tabla 9).

El primer estudio publicado sobre resistencia a los antivirales empleados en el
tratamiento de los pacientes infectados con VIH-1 en Cuba, data del afio 2001, y las
103 muestras analizadas se recogieron durante el afio 1999 (34). Ruibal y cols.
hallaron una prevalencia de mutaciones en la Tl del VIH-1 asociadas a resistencia a los
ITIANs en pacientes tratados, del 27,6% y del 5,3% a los ITINANs. Esta muestra
estaba formada por 27 pacientes sin tratar y el resto bajo tratamiento. Los pacientes
tratados se dividieron, luego, segun tipo de tratamiento, que recibieron como mono, biy
tri-terapia por un periodo de tiempo no mayor de 3 afios (34). Los datos publicados
corresponden a un periodo durante el cual Cuba trataba a un nimero muy reducido de
pacientes con ARVs importados, empleados en mono y bi-terapia, mayoritariamente.
Los valores mas elevados obtenidos en nuestro trabajo (52,5%) corresponden a la
extension de la terapia en la isla y al hecho de que se ha considerado el porcentaje
global a los ITI, sin separar el correspondiente a resistencias a ITIANs de las
resistencias a ITINANs. Hay que destacar que la terapia de primera linea en Cuba esta
formada por la combinacion de ITI, de donde se espera que también las mutaciones
mas frecuentes y los valores de resistencia mas altos sean a estos grupos (30). Sin
embargo, los valores por nosotros encontrados son menores que los referidos en
paises europeos (230) y en EEUU, probablemente debido al uso mas temprano y
extenso de las drogas ARVs en estos ultimos.

Un gran numero de los pacientes estudiados por Ruibal y cols. también lo fueron por

nosotros, de donde la resistencia descrita por ellos, pudiera estar subyacente en
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nuestra muestra, provocando valores mayores a los reales si solo hubiéramos tenido
en cuenta aquellos pacientes que comenzaron triterapia después del 2001.
Las sustituciones encontradas en el segmento que codifica para la Tl del VIH-1 se
muestran en la Tabla 9. Las mas frecuentes fueron:

e M184V en 68 de 92 (74,0%)

e T215Y en 36 de 92 (39,1%).

e KI103N en 20 de 92 (21,7%).

e Y181Cen 16 de 92 (17,4%).

e Las sustituciones Q151M y la T69S, con la insercion de dos aminoacidos (SS)

entre las posiciones 69 y 70 relacionados con resistencia multiple a los ITIANS,
fue detectada en 1 de 92 (1,1%).

Como se ha destacado en la literatura, el codon 184 se encuentra localizado en un
dominio altamente conservado de la Tl formado por la secuencia de aminoacidos
YMDD donde se localiza el centro activo de la enzima. La mutacion M184V, que se
detecta en virus de pacientes infectados con VIH-1 tratados con 3TC, confiere
resistencia cruzada al FTC, y compromete la efectividad del ABC y el DDC por conferir
resistencia media y baja respectivamente. Esta mutacion también puede ser observada
en virus de pacientes infectados con VIH-1, tratados con DDI y DDC. Los experimentos
in vitro indican que esta mutacion puede disminuir ligeramente in vivo la susceptibilidad
del virus a DDI, DDC y ABC (231).
Si bien las mutaciones M184V y K103N fueron frecuentes, la literatura destaca la
pérdida de la sensibilidad a la NVP y al 3TC antes de concluido el primer mes de

tratamiento, por la aparicion de estas mutaciones (232, 233).
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Tabla 9: Mutaciones en el VIH-1 asociadas con niveles de resistencia a los inhibidores de la transcriptasa inversa en el grupo de

pacientes tratados.
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Formas genéticas

Mutaciones en el segmento del gen que codifica parala TI del VIH-1

Mutaciones
Total | Resistencia | M41L |T69_SS| L74V/l |V75AVAM | V75T |  L100l K103N | VIOBM/A | Q151M | Y181C | M184V/T | Y188L | G190A | L210w | T215Y | M230L
5 o 34 13 3 3 1 7 1 1 6 22 2 5 16 1
G51,5%) | (38%) (8%) (8%) (B%) (20%) B%) | (%) | 11w | (64%) 6% | (14%) | @47%) | (3%)
17 3 1 3 3 1 1
CRF19_cpx 34 (50%) (17%) (6%) (18%) 18%) |17 (100%) | (6%) | (6%) | 2 (11%) |5 (29%)
c " 7 2 1 1 3 1 4 1 1 2
(43, 7%) (28%) (14%) (14%) (43%) %) | 67%) 1a%) | (14%) | (28%)
B/G 13 4 2 1 1 3 24
(30,7%) | (50%) (25%) (25%) (75%) (50%)
CRF18_cpx 9 3
o , 4 3 1 4 1 4
H 6 6 1 3 1 6
Al 4 3 2 1 1
BICRE18_cpx 4 2 1 1 2 2 1
B/CRF19_ cpx 3 1 1 1 1 1
CRFO2/U 2 1 1
CRF18/CRF19 2 2 2 2 1
GICRF18_cpx 2 1 1
F1/U 1 1 1 1
u 1 1 1
B/F1 1 1 1 1 1
F1 1 1 1 1 1
HIU 1 0
TOTAL 175 921175 2802 |1 502 |5/92 1 1 20192 2192 1 16/92  |68/92 1 6/92 12192 [36/92 |1
(52, 5%) 30,4%) |1,1%) |6,4%) [6.4%) |1, 1%) |1, 1%)  |@L7%)  |2.2%) |1 1%) (17, 4%) |(74%) (1, 1%) |(6,5%) |13%) |39, 1%)|(1, 1%)

Fuente: Base de datos de Stanford
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En nuestro estudio la mutacibn M184 se vio frecuentemente acompafiada de la
mutacion T215Y. Sin embargo, se plantea que la introduccion de la primera en el gen
pol del VIH-1 restablece la susceptibilidad al AZT en aquellos virus que contienen las
mutaciones M41L y T215Y (234). Ademas, la co-administracion del AZT y el 3TC
retrasa la emergencia de resistencia al AZT (162). En presencia de la M184V se
requieren multiples sustituciones o mutaciones en la Tl del VIH-1 para alcanzar el
mismo nivel de resistencia al AZT que mutaciones puntuales (como las TAMS)
causarian en ausencia de la mutacion seleccionada frente al 3TC. La mutacion M184V
se ha asociado con una reduccion de la capacidad replicativa viral en células primarias,
una disminucion de la capacidad de procesamiento y un incremento en la fidelidad de
la TI (235).

Las mutaciones en el gen que codifica para la Tl asociadas con la resistencia al AZT,
son bien conocidas, entre ellas aparecen aquellas que se dan en los codones 67 y 70
que incrementan la tasa de pirofosfolisis (236). Esta reaccion es esencialmente una
reversion de la sintesis de ADN que puede producir la eliminacion del AZT, liberando,
por tanto, el bloqueo que la incorporacion de dicha molécula produce durante la
retrotranscripcion. A pesar de que un incremento en la pirofosfolisis seria ventajoso,
también resultaria en una reduccion global de la tasa de retrotranscripcion. Las
mutaciones en las posiciones 215 y 219 del gen pol, también relacionadas con
resistencia al AZT, parecen compensar dicho efecto mediante un incremento en la tasa
de polimerizacion de la TI. Estas dos propiedades complementarias pueden contribuir a
explicar por qué pacientes con virus resistentes al AZT son también menos
susceptibles a responder a tratamientos con otros ITIANs (237).

A pesar de que entre las mutaciones mas frecuentemente detectadas por nosotros

estan la M184V y la T215Y, estos resultados no tuvieron implicaciones a corto plazo,
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debido al hecho de que las muestras se tomaron 6 meses antes de su procesamiento.
Los resultados demoraron en llegar porque este estudio se realizé fuera del pais.

Las TAMs también conocidas como mutaciones asociadas a nucleodsidos (del inglés,
NAMS), que se dan en las posiciones 41, 67, 70, 210, 215 y 219 se seleccionan
mayoritariamente en los virus de los pacientes que reciben regimenes que contienen
AZT y DAT. Fueron descritas en sus inicios por su papel en la resistencia a AZT (237).
De estas descritas nosotros detectamos en un numero de virus la T215Y, que se
corresponde con el uso del AZT en la terapia cubana y con el hecho de este antiviral es
considerado de baja barrera genética.

Resultados similares a los encontrados por nosotros, son los estudios llevados a cabo
en Brasil por Sucupira y cols. en el 2001 (238), Munerato y cols. (239), Rodriguez y
cols. (240) y Couto-Fernandez y cols. en el 2005 (241), que encuentran la mutacion en
el codon 184 (66%) con mayor frecuencia. Ademas, estos autores detectaron una alta
frecuencia de las TAMs en los codones 41, 67, 70, 210, 215 y 219 de la secuencia del
gen que codifica para la Tl del VIH-1. Estas mutaciones variaron en cuanto a su grado
de resistencia cruzada entre los ITIANs y son un obstaculo a la hora de elegir terapias
de rescate capaces de controlar de forma efectiva la carga viral (225).

Los virus de pacientes con un prolongado uso de ITIANs acumulan a menudo
mutaciones que confieren resistencia especifica a los diferentes farmacos usados. Sin
embargo, ocasionalmente el tratamiento con uno o dos ITIANs puede desembocar en
la seleccion de virus con mutaciones de resistencia a practicamente todos los
inhibidores de esta familia actualmente disponibles. Entre las rutas descritas hasta
ahora relacionadas con virus multiresistentes estan: el complejo Q151M vy la insercion
69 (237).

La primera (Q151M) implica la aparicion de la mutacién en esta posicion seguida de la

acumulacion secuencial de mutaciones en otras cuatro posiciones (A62V, V75I, F77L,
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F116Y), lo que deriva de virus multirresistentes a los ITIANs (242, 243). Estas
mutaciones no aparecen en Vvirus que contienen las mutaciones “clasicas” de
resistencia al AZT (244, 245).

La segunda ruta (insercion 69) incluye una familia de inserciones de 6 nucleétidos
extra, los cuales codifican dos nuevos residuos entre las posiciones 69 y 70. La
capacidad replicativa de los virus que contienen la insercion 69 parece estar
disminuida, pues esta mutacion desaparece al cesar el tratamiento con los inhibidores
de esta familia, para reaparecer de inmediato si el tratamiento es reinstaurado (246,
247).

Estas dos mutaciones que son de suma importancia por la implicacion que tienen para
el paciente, fueron detectadas en el 1.1% de los virus estudiados y se correspondia con
pacientes que habian recibido terapias desde mucho antes del 2000, como ha sido
descrito por la literatura (237).

Los ITINANs (NVP, EFV y DLV) son quimicamente diferentes, a pesar de ello todas se
unen al mismo sitio especifico de la TI; por tanto no es sorprendente que mutaciones
que confieran resistencia a una droga de esta clase confieran resistencias cruzadas al
resto de los no analogos. (93, 248). La etravirina, un nuevo compuesto de esta clase,
se produce actualmente a partir del conocimiento que se tiene de los antivirales de esta
familia. Ella es capaz de actuar aun en presencia de mutaciones en el gen que codifica
para la Tl y que se seleccionan frente a los demas integrantes de esta familia (249). Es
actualmente una alternativa cuando se presentan mutaciones que confieren resistencia
al resto de los farmacos de esta familia de compuestos.

En el caso particular de la K103N su aparicion esta relacionada con la pérdida de la
sensibilidad a los tres antivirales empleados en la terapia hasta el momento del estudio

(91).
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La monoterapia con NVP, selecciona con mayor frecuencia la mutacién Y181C, que
bloquea totalmente la union del inhibidor a la enzima y esté relacionada con la pérdida
de la sensibilidad a la NVP y la DLV y en menor medida al EFV (250). Blanca y cols. en
el 2003 mostraron que la Y181 puede ademas contribuir a aumentar la resistencia al
DAT por dos mecanismos diferentes: incrementa la capacidad de la Tl de discriminar
entre el dTTP y el d4TTP e incrementa la eficiencia de la Tl para eliminar los residuos
d4TMP terminales (251).

Los valores encontrados en el presente trabajo estan por debajo de los reportados por
los paises de area, posiblemente por el corto tiempo que llevaba implantada nuestra
terapia en el momento del estudio. Rangel y cols. en el 2009, realizaron un estudio de
prevalencia de resistencia en Venezuela en pacientes tratados (116) y observaron
valores del 65% y el 38% de resistencia a los ITIANs y ITINANs respectivamente (252).
Igualmente ocurre con la prevalencia descrita en Rio de Janeiro, Brasil (79% para
ITIANS, 55% para ITINANs y 45% para IPRs) (253, 254).

De la misma manera nuestros valores son menores que los publicados por Afani y cols.
en un estudio realizado en Chile pero coincide en que los mayores valores de
resistencia son a los ITIANs (70,7%). Seguidamente encontraron el grupo de los
ITINANS con un 62,5% y de ellos la NVP alcanzo los valores mas altos (62,3%) (255).
Europa, Estados Unidos, Canada y otros paises desarrollados comenzaron la terapia
mucho antes que los paises en vias de desarrollo, es por ello que los estudios que se
han publicado en estos paises han referidos valores mas altos de mutaciones que
confieren resistencia (230).

Al analizar la Figura 14 que muestra el total de pacientes a los que se les detecto virus
resistentes a los ITI; observamos resistencias altas e intermedias a todos ITIANS e
ITNAN, aprobados en el momento del estudio. Como muestra la grafica el 3TC es el

antiviral con mayores valores de resistencia, como era de esperar, ya que €l esta
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presente en la combinacibn mas empleada por la terapia cubana y es el mas
combinado de todos los ITIs que produce Cuba. La resistencia observada al FTC se
debe a una resistencia cruzada conferida por la mutacion M184V y debida a la similitud

estructural entre ambos compuestos (256).

Total de pacientes

3T1C ABC AZT D4AT DDC FTIC DN TOF NVYP DLV EFV
Antivirales

e W
NUCLEOGSIDOS NO NUCLEOSIDOS

Figura 14 Total de pacientes que portan virus resistentes a los inhibidores de la transcriptasa

inversa viral (analogos y no analogos de nucledsidos).

3TC-Lamivudina, ABC-Abacavir, AZT-Zidovudina, DA4T-Estavudina, DDC-Zalcitabina, DDI-Didanosina, FTC-
Emtricitabina, TDF-Tenofovir, NVP-Nevirapina, DLV-Delavirdina, EFV-Efavirenz.

Fuente: Historias clinicas, IPK

A continuacion, los ITINANs muestran cifras muy similares de resistencia, lo que
corresponde con el hallazgo de la mutacion K103N y Y181C. Luego observamos
valores muy bajos de resistencia al AZT, ABC, DDC y DA4T, que en el caso del ABC,
DDC y DDI pueden estar relacionados con la mutacion M184V que también esta
implicada en la disminucién de la susceptibilidad frente a ellos. La pérdida de la
sensibilidad al AZT y D4T esta relacionada con la mutacion T215Y, frecuente en la
muestra.

Similar a lo que acontece en el programa cubano (30), ocurre en la India. La primera
linea de terapia de este programa esta compuesta por dos ITIANs (AZT+3TC 6

D4T+3TC) asociados con un ITINAN (EFV 6 NVP). El 3TC es la droga mas empleada,
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seguida por el AZT, DAT, NVP, EFV y DDI. Los estudios realizados por Deshpande y
col. muestran, al igual que el nuestro, como mutacion mas frecuente la M184V, en
correspondencia con el mayor empleo del 3TC, seguida por las TAMs, relacionadas
con el empleo del AZT y el D4T (257).

La Figura 15 muestra el total de pacientes que portan virus resistentes a los ARVs que
produce Cuba y que se emplean en el tratamiento de los pacientes. Ellos fueron: NVP,
71,8%, 3TC 62,5%, AZT 32,3%, D4T 26,0%, DDI 17,8% e IDV 24,0%.

Los niveles de resistencia a las drogas correlacionan con el mayor empleo de la NVP y
el 3TC en la terapéutica ARVs cubana. Las mutaciones en el gen que codifica para la
Tl descritas con anterioridad (M184v y K103N), se corresponden con las drogas
empleadas, asi como los niveles de resistencia con el uso de los mismos en el
tratamiento de nuestros pacientes. Ambos antivirales, ademas, son considerados de
baja barrera genética. Contrariamente a ello ocurre con la AZT, denominado de alta

barrera genética (256).

Figura 15. Total de pacientes que portan virus resistentes a los antirretrovirales cubanos.
3TC-Lamivudina, AZT-Zidovudina, D4T-Estavudina, DDI-Didanosina, NVP-Nevirapina, IDV-Indinavir.
Fuente: Historias clinicas, IPK
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El IDV es el Gnico de los IPRs producido por Cuba y utilizado en el momento del
estudio. La resistencia alta e intermedia detectada en los virus amplificados fue del
24% a este inhibidor, lo que se corresponden con su uso limitado por la terapia cubana
(Figura 15).
El DAT es de los farmacos producidos y empleados en la terapia cubana. Sin embargo
la mutacion K65R, que se ha descrito en pacientes tratados con este antiviral, no fue
encontrada en nuestro estudio. Se le sefiala como responsable de la pérdida de la
sensibilidad a la mayoria de los farmacos de la familia (258).
Panos y cols. en Grecia analizaron un total de 234 de pacientes infectados con VIH
entre los afios 1987-2004, y detectaron, igualmente, un alto porcentaje de las
mutaciones anteriormente sefialadas (259). Como podemos observar, y ha sido
publicado por otros autores, estas mutaciones en el VIH-1 se seleccionan muy
frecuentemente e implican la pérdida de la sensibilidad a algunos de los ITI (260, 261).
Las mutaciones asociadas a resistencia a los IPRs se detectaron en 40 de 133 (30%)
virus en pacientes tratados con IPRs.
Las sustituciones encontradas en el segmento del gen que codifica para la PR del VIH-
1 se muestran en la Tabla 10. Las mas frecuentes fueron:

e M46l in 22 de 40 (55,0%)

e V82A/T/F en 22 de 40 (55,0%)

e |54V/A/L en 14 de 40 (35,0%)

e L90M en 9 de 40 (22,5%)
A pesar de su pequeiio tamafo la PR del VIH-1 puede tolerar una gran cantidad de
mutaciones. Se han descrito al menos 42 mutaciones asociadas con resistencia a los
IPRs en un total de 27 codones (262). Muchas de éstas mutaciones se localizan en el

centro de unién al sustrato de la PR e interfieren directamente con la unién de los IPRs.
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Otras se sitban en regiones de la PR del VIH-1 diferentes al centro activo, modulando
la actividad de la PR mutante sin afectar la union del inhibidor (mutaciones primarias).
Las primeras sustituciones se producen en aminoacidos especificos y originan solo
ligeras reducciones en la susceptibilidad a la droga. Sin embargo, luego se acumulan
mutaciones adicionales que pueden generar variantes virales altamente resistentes.
Estas mutaciones, también llamadas secundarias, suelen ser comunes para casi todos
los IPRs y algunas de ellas coinciden con polimorfismos naturales observados en la PR
del virus de inmunodeficiencia humana de pacientes que no han recibido tratamiento
(196).

Las mutaciones en las posiciones 10, 20, 24, 46, 54, 63, 64, 71, 82, 84 y 90 del gen
que codifica para la PR estan relacionadas con la disminucion de la susceptibilidad viral
a la droga (263, 264). De estas mutaciones descritas, las sefialadas en negro en el
texto fueron las mas frecuentes en el estudio.

Se dice que no existe una secuencia preferencial de acumulaciéon de mutaciones, ni
una mutacion caracteristica que aparezca invariablemente en los aislamientos virales
resistentes al IDV. La presencia de sustituciones en las posiciones 46 y 82 predice el
desarrollo de resistencia, aunque no es suficiente. Parecen necesitar de un minimo de
cuatro mutaciones para observar niveles de resistencia respecto al virus salvaje (182).
Rangel y cols. encuentran una prevalencia de mutaciones de resistencia a los IPRs del
47% (252), asi como una alta frecuencia de mutaciones secundarias en la PR del VIH-
1, las que facilitan la emergencia de resistencia a los IPRs (225, 265). Coincidiendo con
los resultados de este estudio, ellos observaron entre los codones mas frecuentes,
asociados con mutaciones primarias el 90 (25,5%), 46 (23,7%) y el 82 (21,1%). Aunque
los porcentajes de Rangel y col. son mayores, la terapia tenia mayor tiempo de

empleada y utilizan medicamentos de esta familia de forma mas extensa.
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Tabla 10 Mutaciones en el VIH-1 asociadas con niveles de resistencia a los inhibidores de la proteasa en pacientes tratados.

- Mutaciones en el segmento del gen que codifica para la PR del VIH-1
Formas genéticas
Mutaciones
Total Resistencia V32l M461/M/L 147V G48vV 150V F53L I54V/AIL V82AITIF 184V L90M
B 50 14 1 8 1 1 1 5 7 3 5
(28%) (7%) (57%) (7%) (7%) (7%) (36%) (50%) (21%) (36%)
5 2 3 1
CRE19_cpx 23 (21, 8%) (40%) (60%) (20%)
c 15 4 1 2 2 1
(26, 6%) (24%) (50%) (50%) (25%)
CRF18 cpx 9 1 1
G 7 5 4 1 3 2 1 1
H 6 1 1 1 1 1 1
2
BIG 5 2
Al 3 2 1 2
CRF18/CRF19 2 2 1
F1/U 1 1
U 1 1 1 1 1
B/F1 1 1 1 1
F1 1 1 1
H/U 1 1 1 1
B/CRF18 cpx 4 0
B/CRF19 cpx 2 0
CRF02/U 1 0
GI/CRF18 cpx 1 0
TOTAL 133 40/133 1/40 22/40 1/40 2/40 3/40 2/40 14/40 22/40 6/40 9/40
(30%) (2, 5%) (55%) (2, 5%) (5%) (7%) (5%) (35%) (55%) (15%) (22.5%)

Fuente: Base de datos de Stanford
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La mutacion en el codon 90 se desarrolla en aquellos virus de pacientes infectados con
VIH-1, tratados con NFV y SQV, y causa resistencia a la mayoria de los IPRs. Las que
se dan en la posicidn 46 de la PR, se observan cuando la terapia con cualquiera de los
IPRs no es eficaz, y por tanto incrementa gradualmente los niveles de resistencia;
mientras que aquellas que ocurren en la posicion 82 se desarrollan desde el inicio en
los virus de pacientes con una respuesta inadecuada al tratamiento con IDV y RTV
(265).

Como se muestra en la Figura 16, se detecto resistencia (alta e intermedia) a todos los
IPRs aunque ellos no se empleaban en la terapia en Cuba. La resistencia cruzada
entre los diferentes IPRs es un tema complejo y la variedad de genotipos mutacionales
seleccionados por los mismos hace dificil establecer con certeza posibles patrones de
resistencia cruzada. Si observamos la Figura 16 veremos que el IPR al que mas
resistencia se desarrollo fue al NFV. Suponemos que ademas la resistencia cruzada,
que se puede dar comunmente cuando se trata a un paciente con un IPR, es posible
que estemos detectando resistencia a este ARV derivada de tratamientos recibidos
antes del 2001. Aquellos pacientes que recibian tratamiento antes de esta fecha

utilizaron este medicamento.

25
4
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20 HAlR
19
Infermedia
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13 o 14 13
15+ 11
8
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51 l 4
APV ATV IDV NFV LPV

RTV SQv

Total de paclantes

Antivirales

Figura 16 Total de pacientes que portan virus resistentes a los inhibidores de la proteasa viral.
APV-Amprenavir, ATV-Atazanavir, IDV-Indinavir, NFV-Nelfinavir, LPV-Lopinavir, RTV-Ritonavir, SQV-Saquinavir.
Fuente: Historias clinicas, IPK
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Aun asi, la literatura destaca que los residuos aminoacidicos en la posiciones 82, 84 y
90 de la PR (involucrados en la union al sustrato) parecen ser importantes para la union
al SQV, RTV, IDV y APV. Los codones 82 (V82A/T/F) y 84 (184V) estan implicados en
la union al RTV y al IDV. Sin embargo, como las mutaciones en estas posiciones estan
descritas para los cuatro IPRs, se describe cierto grado de resistencia cruzada debido a
las mismas (196).

Los resultados obtenidos hasta ahora indican que la terapia inicial con un IPRs puede
comprometer la utilidad de tratamientos posteriores con otros IPRs. Es por ello muy
importante conseguir un completo grado de adhesion a regimenes que supriman la
viremia plasméatica mediante la combinacion IPR e ITI (266).

IV.2.2. Pacientes no tratados

El acceso universal a la terapia requiere ademas de un esfuerzo continuado por
mantener una correcta adherencia, de una vigilancia continua de la prevalencia de
cepas resistentes. EI amplio uso de los agentes antivirales para el tratamiento de los
pacientes infectados con el VIH-1 en paises desarrollados ha ido acompafado de la
emergencia de cepas resistentes, que ha dado como resultado una amplia poblacion
de ellas que se encuentran “disponibles” para establecer nuevas infecciones. En la
ultima década ha sido implantada y expandida la terapia antiviral en paises en vias de
desarrollo donde los laboratorios para monitorear la misma no existen 0 son escasos.
Ello crea una fuente potencial para la emergencia y transmision de virus resistentes con
una implicacion directa en la efectividad de las opciones terapéuticas disponibles. El
empleo de la terapéutica antiviral en paises en vias de desarrollo requiere también de
vigilar la emergencia y expansion de estas variantes resistentes (267).

La transmision de variantes o cepas del VIH-1 resistentes a drogas a partir de personas
sometidas a ARVs ha sido ampliamente discutida y ocurre por mdltiples rutas, como:

relaciones sexuales, UDIs y transmision vertical de madre a hijo. Las personas con
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diagnéstico reciente infectadas con cepas resistentes actian como fuentes de
transmision de estas variantes (268-271).

La caracterizacion de la poblacién VIH positiva de nuevo diagndstico puede representar
una herramienta (til para la vigilancia de resistencia primaria que es de crucial
importancia para la salud publica tanto en paises ricos como en aquellos con recursos
limitados.

En el presente estudio se detectaron mutaciones asociadas a resistencia a los ITls en
13 de 250 (5,2%) virus amplificados obtenidos de pacientes no tratados. Las
sustituciones mas frecuentemente detectadas en el segmento del gen que codifica para
la TI del VIH-1 fueron: M41L, T215E/D/N/S y V179D (Tabla 11).

En el estudio realizado por Ruibal y cols. la prevalencia de mutaciones asociadas a
resistencia a los ITls fue del 7,4%, ligeramente superior a la nuestra, debido
posiblemente al empleo en poblacién tratada de una terapia no supresora (34). En este
estudio la mayoria de los pacientes tratados usaban monoterapia, que no logra una
disminucién completa de la replicacion viral, lo que provoca la aparicion de mutaciones
mas rapidamente.

Es interesante destacar que encontramos en nuestro estudio altos niveles de
resistencia, en un caso, a 3TC y FTC y niveles intermedios de resistencia, en otros
cinco casos, a AZT, DDC, DLV y NVP (Tabla 11). La carencia de informacion en
algunos casos de este estudio, no hizo posible un analisis objetivo para demostrar la
posible transmision de cepas resistentes. Este Unico paciente con resistencia alta, fue
diagnosticado en el afio 2003 y aunque los datos epidemiolégicos no permiten
confirmar el hecho, es posible que esta cepa resistente la haya adquirido de su
contacto.

Otros paises del area describen porcentaje de mutaciones similares a los nuestros,

como el estudio de Lloyd y cols. llevado a cabo en Honduras. Ellos encuentran una
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prevalencia de mutaciones de resistencia al VIH-1 a los ITIANs del 7,7%, en poblacién
no tratada, debido a la presencia de las mutaciones M184V y T215F/Y (6% y 3%
respectivamente); mientras que a los ITINANs fue del 7,1% debido a la presencia de la
mutacion K103N (272).

Tuboi y cols. describen bajos niveles de resistencia (3%), incluso mas bajos que los
nuestros, pero en un tamafio poblacional menor. Entre las mutaciones por ellos
detectadas en el gen pol estuvieron: 2 casos con la mutacion K103N, 1 con la M41L,
L210W y T215Y (273).

Las mutaciones en el gen pol asociadas a resistencia a los IPRs en el presente estudio
se detectaron en 8 de 250 (3,2%) virus de pacientes que no habian recibido tratamiento
antirretroviral; siendo las mas frecuentes la L10I/O, K20I, M36l y V82, que implicaban
bajos niveles de resistencia al NFV (Tabla 11).

La Tabla 11 muestra que estas mutaciones se observan con mayor frecuencia en las
URFs, lo que acentla la necesidad de conocer el impacto que estas u otras
sustituciones en las FRs pudieran tener, en la respuesta al tratamiento. Todos estos
pacientes fueron diagnosticados con fechas entre 2000 y 2003, la mayoria de este
altimo afo (5/8), lo que se corresponde con lo descrito en la literatura sobre encontrar
un mayor porcentaje de mutaciones en pacientes recientemente infectados que en

aguellos cronicamente infectados (274, 275).
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Tabla 11 Mutaciones en el gen pol del VIH-1 y resistencias a los inhibidores de la
transcriptasa inversa y la proteasa viral en pacientes no-tratados.

Muestra

CB- 081

CB- 329

CB- 446

CB- 526

CB- 577

CB- 593

CB-634

CB- 091

CB- 485

CB- 567

CB-618

CB- 229

CB- 363

Muestra

CB- 127

CB- 348

CB- 334

CB- 520

CB- 581

CB- 582

CB- 347

CB- 460

Formas
genéticas del
VIH-1

B

B

@]

RF19 cpx

9]

RF19 cpx

O

RF19_cpx

Formas
genéticas del
VIH-1

(BG)

URF
(BG)

URF
(BG)

Mutaciones (Tl)

Mutacién

M41L+T215N
V118l
K238T
M41L
M41L+ V179D
M41L+ V179D
T215S
T215S
T69N
T69S
K70R+ T215D
M184V

T215E

Mutaciones (PR)

Mutacién

V821+K201+M361+L63P

V821+K20R+M361+L63P

V821+L101+K20I+M36I

V821+L101+K201+M36I

V821+L101+K201+M36l

V82I+K20I+M36I1+193L

K201+M361+D60E+L63P

V82I+K201+M361+193L

Fuente: Base de datos de Stanford.

Niveles de resistencia

Alta Media Baja
ZDV ABC,DAT, TDF
ZDV ABC,DAT, TDF
DLV, NVP
ZDV
ZDV
ZDV
ZDV
ZDV
DDC DDl
DDC
ZDV
3TC,FTC ABC, DDC
ZDV

Niveles de resistencia

Alta Media Baja

NFV

NFV

NFV

NFV

NFV

NFV

NFV

NFV
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La interpretacion de las mutaciones en el VIH-1 asociadas a resistencias a IPRs ha ido
cambiando en el tiempo lo que puede en parte explicar diferencias en los criterios
definitorios de resistencias aun con los mismos patrones de mutaciones. En el
momento en que se realizé y analizaron los resultados que estamos discutiendo, la
acumulacion de mutaciones secundarias en el gen que codifica para PR del VIH eran
predictivas de una resistencia baja a los IPRs; sin embargo en la actualidad esta
definicion se basa en la presencia de mutaciones primarias en este gen. Este cambio
en la literatura guarda mas relacion con lo acontecido con nuestros resultados.

En Cuba el inhibidor empleado en la terapia es el IDV y no habria una explicacion clara
para encontrar una resistencia baja al NFV, con excepcién de que algunas de las
mutaciones encontradas en los virus confirieran resistencia a ambos antivirales.
También pudiera deberse al hecho de que algunos de estos pacientes fueran contactos
de pacientes que recibieron terapia antes del 2001, momento en el que el NFV si fue
empleado en la terapéutica.

En Europa y Estados Unidos donde la TAAE ha sido ampliamente usada por mas de 15
afos, la prevalencia de resistencia esta en el rango del 10 al 27% (267, 276). En los
paises en vias de desarrollo, donde la terapia ha sido introducida recientemente, los
estudios de prevalencia de resistencia son incompletos y se limitan a pocos, pequefos
y aislados estudios (267). Se ha descrito una prevalencia que fluctia del 0 al 6%.

Los estudios realizados en Africa y Asia muestran frecuentemente valores menores,
justificados por el hecho de que los pacientes de estas regiones han sido expuestos a
las drogas ARVs por periodos de tiempo relativamente mas cortos (277-279).

Con el uso de las diferentes drogas ARVs en pacientes infectados con VIH-1, las
variantes resistentes han aumentado a nivel mundial. En Europa y Estados Unidos
alrededor del 10% de las infecciones recientes portan virus resistentes (280). En

Canada, en pacientes recientemente infectados, ésta prevalencia se increment6 del
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5,5% entre 1995-1998 a 18,5% entre 1999-2000 y fue del 27,1% en el 2001. Entre los
afios 2003-2006 era alta en muchos paises. En Suiza es del 5-11%, 10-17% en
Francia, 13% en Alemania, 14% en Inglaterra, del 23-26% en Espafia y del 15,4% en
Argentina (274, 281, 282). Con la transmision de cepas resistentes se estan
produciendo mas variantes multirresistentes, siendo ésta una de las causas del fracaso
a la terapia (226, 283) y es un gran reto a nivel mundial en el tratamiento de los
pacientes VIH.

La prevalencia de la resistencia, detectable por los métodos habituales de
secuenciacion es normalmente mayor en pacientes no tratados con infeccion aguda
(seroconversion) que en aquellos con infeccidon establecida (cronica), debido en parte a
una gradual disminucidn de las poblaciones resistentes, transmitida por la cuasispecie
dominante, en el tiempo (267). Las poblaciones virales resistentes, transmitidas,
pueden persistir aflos como cuasiespecies dominantes en los ARNs presente en el
plasma de pacientes y como resistencias archivadas en el ADN proviral de células
mononucleares de sangre periférica (284, 285), o que indica que pueden tener un
impacto en la respuesta a la terapia antiviral a largo plazo (280).

Los estudios comentados con anterioridad, y nuestros resultados refuerzan la utilidad
de los ensayos de resistencia y tienen una importante implicacion en la seleccion de los
regimenes de primera linea.

En la mayoria de los paises europeos los ensayos para determinar resistencia a los
ARVs en pacientes infectados con VIH-1 representan una herramienta importante en la
practica clinica. El panel europeo para el manejo de la resistencia a droga en pacientes
infectados con VIH-1, ha hecho recomendaciones para el uso clinico de estos ensayos

(286), sugiriendo su empleo en:
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e Pacientes sin tratamiento con infeccion reciente o aguda.

¢ Mujeres embarazadas infectadas con VIH-1 y pacientes pediatricos con carga viral
detectable cuando inician el tratamiento o se esta considerando un cambio.

e Pacientes con mala respuesta a la terapia, incluyendo respuesta sub-Optima al
tratamiento cuando se esta considerando un cambio de tratamiento.

¢ Después de una exposicion de riesgo cuando se considera emplear profilaxis.

Ademas este panel sugiere en poblacion sin tratar con infeccion crénica, si se esta

considerando el comenzar el tratamiento, el empleo de los ensayos usando la primera

muestra que se tenga si se supone que la resistencia es alta o la prevalencia de

resistencia en la poblacion esta por encima del 10% (286).

IV.3. Mutaciones en el gen pol de las formas genéticas del VIH-1 mas representativas y

resistencia a los antirretrovirales

IV.3.1. Pacientes tratados

Los farmacos ARVs usados en el tratamiento de la infeccion por el VIH-1 se han venido

desarrollando a partir de estudios biofisicos y bioquimicos llevados a cabo en virus del

subtipo B (subtipo predominante en América del Norte y en el Oeste Europa). La

mayoria de los datos de los mecanismos genéticos de la resistencia a droga provienen

de observaciones realizadas en este subtipo; que representa el 12% de la pandemia

del VIH. Sin embargo el subtipo C representa el 50% de la prevalencia de la infeccion y

el 47% de las nuevas infecciones a nivel mundial (287). Desde hace unos afios la

terapia antirretroviral se introdujo en paises en vias de desarrollo y por ende el nimero

de personas con infecciones por virus no-B con acceso a la terapia se incrementd

ampliamente. Este hecho ha motivado el andlisis de las mutaciones en el VIH-1 que

causan resistencia a los ARVs y se ha detectado, que estos cambios en los virus de

pacientes con subtipo B, son los mismos que causan resistencia a los ARVs en los
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virus de pacientes con otros subtipos (288). Se conoce que el VIH-2 y algunos VIH-1
del grupo O poseen resistencia intrinseca a los ITINANs (289, 290).

Teniendo en cuenta esto y la variedad de subtipos encontrados en la muestra se
decidié hacer un estudio comparativo en cuanto al porcentaje de mutaciones que
confieren resistencia entre los subtipos no-B mas representativos (CRF19 cpx,
CRF18 cpx, URF BG, subtipo C) y el subtipo B.

En el presente estudio se detectaron mutaciones asociadas a resistencias a los ITIs en
92 de 175 virus (52,5 %) en pacientes tratados, correspondiendo 34 de 66 (51,5 %) al
subtipo B y 58 de 109 (53,2 %) a formas genéticas no B (Figura 17 y Tabla 9).

No se observaron diferencias significativas (p>0.05) en el porcentaje de mutaciones
que confieren resistencia a los ITIs entre las formas B y no-B mas frecuentemente
encontradas (Figura 17). Resultados similares reportdé Ruibal y cols. (34), asi como
otros investigadores (41, 291-293) que muestran sustituciones similares en subtipo B y
no-B, lo que sugiere que los diferentes subtipos y formas genéticas raramente afectan

los patrones de mutaciones asociados con resistencia a drogas.
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Figura 17 Porcentaje de mutaciones en el VIH-1 que confieren resistencia a los ITI (AN y NAN)
y a los IPR en las formas genéticas virales mas representativas. A la izquierda los porcentajes

calculados para pacientes con subtipo B y a la derecha para subtipos No-B.
p calculada segun la Prueba de McNemar
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En el afio 2005, Kantor y cols. estudiaron el impacto a nivel mundial de los diferentes
subtipos de VIH en la terapia antirretroviral Estos autores demostraron que la mayoria
de las sustituciones en las posiciones asociadas con resistencia a drogas en virus del
subtipo B se detectaron también en uno o mas subtipos no-B (40, 41).

Ademas estos autores refieren algunas sustituciones caracteristicas de subtipos o que
se desarrollan frente a determinados antivirales. Entre ellas podemos citar la V106M,
que comunmente confiere resistencia a los ITINANs en los virus de pacientes con
subtipo C tratados con EFV, mientras que la V106A se detecta en los virus de aquellos
infectados con subtipo B. Mientras tanto, Taylor y cols. en el afio 2008 comentaron el
desarrollo de resistencia a los ITINANs a través de la K103N y V106M en el subtipo C,
sin embargo el subtipo B desarroll6 raramente la V106M. En el presente estudio la
mutacion en la posicion 106, no se observo en ninguno de los virus estudiados; debido
probablemente a que el EFV no se empleaba en la terapia cubana. Sin embargo,
presentaban a la valina como coddn polimérfico (GTG), lo que facilita la transicion a
V106M (40, 294, 295).

A pesar de que Cuba emplea el DAT dentro de los regimenes de primera linea, no
encontramos en el actual estudio la mutacion K65R, la cual se selecciona mas
rapidamente en los virus de pacientes infectados con subtipo C que con subtipo B (8).
Pérez-Alvarez y cols. en el afio 2001 publicaron el primer estudio de deteccion de
subtipo no-B en Espafia, observando también una frecuencia similar de mutaciones
primarias en la PR y la Tl entre subtipo B y subtipos no-B, pero observaron algunas
mutaciones secundarias en no-B mas frecuentes que en B (230).

Es conocido que en Brasil circulan diferentes subtipos del VIH-1, de forma diferencial
entre el norte (subtipos By F) y el sur (subtipos B y C) del pais. Lacerda y cols. en el

afio 2007, compararon la presencia de mutaciones de resistencia entre los subtipos B y
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F (76,2% versus 23,8%), encontrando igual frecuencia de mutaciones en el que codifica
parala Tl y la PR entre ambos (296).

Si bien en nuestro estudio la frecuencia de mutaciones asociadas a resistencia en las
CRF19-cpx y CRF-18 cpx fue similar a las encontradas en el subtipo B, se hallaron
algunos polimorfismos caracteristicos como, L122P y Q174K/E en CRF18 cpx y la
E169D en CRF19 cpx. Kantor y cols. refieren otros polimorfismos caracteristicos de
subtipo en el gen de la TI, aunque ninguno de ellos coincidid con los sefialados
anteriormente (40). Hay que destacar sin embargo que las CRF 18 y 19 han sido
originadas en nuestro pais, y fueron descritas en el afio 2005 (221, 297). El hallazgo de
algunas FRs en Cuba, plantea la necesidad de profundizar en el conocimiento de las
mismas.

Turner y cols. describieron algunos polimorfismos caracteristicos de subtipos, pero
expusieron que a pesar de las diferencias existentes entre los subtipos solo algunos
afectaron el patron de mutaciones asociadas a resistencia (298).

En el actual estudio se detectaron mutaciones asociadas a resistencia a los IPRs en 40
de 133 virus (30%) en pacientes tratados con estos medicamentos, 14 de 50 (28%)
correspondientes subtipo B y 26 de 83 (31,3%) a formas genéticas no-B (Figura 17 y
Tabla 10).

Al igual que para los ITI, no se observaron diferencias significativas en la porcentaje de
mutaciones asociadas a resistencia a los IPRs entre las formas B y no-B mas
frecuentes (p>0.05) (Figura 17).

En este estudio la frecuencia de algunas mutaciones secundarias asociadas con
resistencia en el gen que codifica para la PR viral fue mas alta en formas genéticas no-
B que en el subtipo B. Ninguna de las muestras de la CRF18 cpx tenia mutaciones

secundarias en las posiciones 63, 71, 77 y 93.
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Se ha descrito que las mutaciones en la posicion 63 y 77 son mas frecuentes en
subtipo B, mientras que las sustituciones en la 71 se presentan de un 5-10% de
personas no tratadas infectadas con virus del subtipo B. Sin embargo, los cambios en
la 93 son usuales en algunos subtipos no-B (196).

Las mutaciones secundarias de resistencia a los IPRs en el presente estudio, se
encontraron con mayor frecuencia en las formas genéticas no-B que en las del subtipo
B, y en particular la sustituciones K14R, K20I, M36l y L89M, se observaron en todos los
CRF18 cpx, la L63P en CRF19 cpx y la 193L en 13 de 15 (86%) muestras del subtipo
C. Estos cambios fueron frecuentes en las secuencias del subtipo C encontradas en la
base de datos de la Universidad de Stanford. Seria necesario estudiar si tales
sustituciones pueden reducir la actividad de algunos IPRs o pudieran ser basicas para
la seleccidon de otras mutaciones primarias de resistencia a los IPRs, algo aun
pendiente de aclaracion (299-302).

Los polimorfismos mas frecuentes en la muestra estudiada fueron: L63P en subtipo B
(64%), 193L en subtipo C (81%), M36l y L63P en CRF19-pcx (76 y 81 %
respectivamente) y K20l y M361 en CRF18-cpx (100%).

Wu y cols. en el 2003 describieron la presencia de mutaciones en las posiciones 10,
20, 36 y 71, que ocurren entre un 5-10% en la secuencia de la PR de personas no
tratadas del subtipo B, mientras que en la de los tratados se incrementan velozmente.
Las mutaciones en la posiciones 10 y 71 aumentaron del 60 al 80%, mientras que en
las posiciones 10 y 20 su frecuencia es del 30 al 40% en las secuencias al comparar
ambos grupos. La posicion 63, considerada una de las mas polimérficas en la PR,
presenta el aa L en los virus obtenidos de las personas no tratadas en un 54%, el aa P
en otro 45% vy otros residuos aminoacidicos en un 10% aproximadamente. Sin

embargo, en los virus estudiados de pacientes tratados es frecuente encontrar en un
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90% cualquier residuo, menos el L. Igualmente se describe el incremento de 25%, en
los no tratados, a un 40% en tratados, en las posiciones 77 y 93 (303).

En algunos subtipos del VIH-1 las mutaciones en los codones (sitios polimérficos) 20,
36 y 93 ocurren con mas frecuencia que en el subtipo B. Por el contrario las
mutaciones en las posiciones 63 y 77 son mas frecuentes en el subtipo B que en no-B
(304, 305).

IV.3.2. Pacientes no tratados

En pacientes no tratados infectados con diferentes formas genéticas, la frecuencia de
mutaciones asociadas a resistencia a los ITls fue de 5,2%, de ellas 7 de 109 virus
(6,4%) en el subtipo By 6 de 141 (4,2%) en formas no-B (Tabla 11).

En un estudio internacional realizado entre los afios 1996-2002, en 19 paises
europeos, que incluydo 2 208 pacientes de diagnostico reciente y cronicamente
infectados, se encontraron mas variantes virales resistentes en los pacientes
recientemente infectados que en los cronicamente infectados (13,5% contra 8,7%). Los
virus con subtipos no-B presentaban una menor frecuencia de mutaciones de
resistencia que los del subtipo B (4,8% contra 12,9%), probablemente por la larga
exposicion de los virus B a las drogas en los paises europeos estudiados (274, 275).
En el presente estudio los pacientes con mutaciones de resistencia correspondieron en
Su mayoria a pacientes diagnosticados entre los afios 2000 al 2003 (10/13), no
encontrando diferencias entre las diversas formas y el tiempo de infeccion. Teniendo en
cuenta que Cuba exhibe una variedad de subtipos, presentes en la epidemia desde sus
inicios, este comportamiento es el esperado. Igualmente el hecho de detectar la
mayoria de las mutaciones en pacientes con menos de 3 afios de diagnadstico.

Las mutaciones asociadas a resistencia a los IPRs fueron detectadas en 8 de 250
(3,2%) virus en pacientes que no habian recibido tratamiento antirretroviral, todos los

casos en formas genéticas no-B (8 de 141 (5,6%)); la mayoria de ellos (6 de 8) en

96



Resistencia a las drogas antirretrovirales y diversidad genética del VIH-1 en Cuba

URFs BG. En todos los casos estos pacientes tenian menos de dos afios de
diagnosticados (Tabla 11).

Entre las mutaciones secundarias en las diferentes formas genéticas observadas en
este estudio, destacan: V82l, K20I, M36l, L63P, K20R, L10l, 193L y D60E. Todas,
menos la V82l, son sitios polimérficos en la PR del VIH-1 que contribuyen a la
resistencia pero solamente en combinacibn con mutaciones relacionadas con
resistencia en posiciones no polimorficas (196).

La V82l ocurre en el 1% de los virus de los pacientes no tratados con subtipo B y entre
un 5-10% de aquellos con subtipos no-B. Raramente emerge durante las terapias con
IPRs y confiere resistencia baja (196).

La deteccion de mutaciones en el VIH-1 asociadas a resistencia a los ITIs y los IPRs,
en pacientes no tratados, incluyendo la presencia de algunas mutaciones secundarias
de resistencia a los IPRs, sugiere la utilidad de los estudios de resistencia antes del
comienzo de la terapia en aquellos paises con una prevalencia de mutaciones por
encima del 10%. Ademas se plantea que estos estudios pueden ser implementados
para llevar a cabo una vigilancia epidemioldgica que permitan conocer la frecuencia de

transmision de cepas resistentes y su evolucion en el tiempo (196).
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CAPITULO V. CONCLUSIONES
El subtipo B es la forma genética del VIH-1 que presenta la mayor prevalencia
en la poblacion estudiada, sin embargo los subtipos no B y las formas

recombinantes del VIH-1 en su conjunto son mayoria.

Los recombinantes BG se han expandido recientemente en Cuba
mayoritariamente entre hombres que tienen sexo con hombres, y se esboza la
existencia de tres nuevas formas recombinantes BG.

Se encuentra asociacion de algunas formas recombinantes Unicas y subgrupos
del VIH-1 que circulan diferencialmente entre hombres que tienen sexo con
hombres y en heterosexuales. Ademas se identifican formas recombinantes
circulantes que se distribuyen preferencialmente en la region central y oriental de
Cuba.

Los niveles de resistencia a las drogas ARVs estan en correspondencia con los
medicamentos mas frecuentemente empleados en la terapia cubana.

El porcentaje de mutaciones que confieren resistencia a los antirretrovirales

empleados en Cuba no esta relacionado con las variantes virales.
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CAPITULO VI. RECOMENDACIONES

Implementar en Cuba las pruebas genotipicas de resistencia antirretroviral, lo
que ayudaria a los clinicos a la eleccion de una mejor opcion terapéutica en

cada momento.

Mantener una vigilancia epidemioldgica estrecha en la poblacion VIH-1 no
tratada, con el objetivo de conocer la circulacion de cepas resistentes.

Realizar estudios de genoma completo del VIH, para profundizar en el
conocimiento de los subtipos y recombinantes que circulan y su repercusion en
el desarrollo de resistencias, terapéutica, virulencia, transmisién y ensayos de

vacuna.
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ANEXOS
ANEXO |
Carta de Consentimiento Informado.
Por medio de la presente certifico que el Dr. me ha informado

sobre los estudios que se me realizaran como parte del protocolo de investigacion
relacionado con el desarrollo de resistencia a los antirretrovirales cubanos empleados en
la terapéutica de los pacientes HIV/sida. Los resultados de dichos estudios seran
utilizados y publicados de forma andnima pudiendo yo en cualquier momento abandonar
dichas investigaciones, sin que ello pueda repercutir negativamente en mi asistencia
médica en el futuro.

Del mismo modo certifico que participaré en dicho estudio de una forma absolutamente
voluntaria teniendo derecho a conocer los resultados de los exdmenes a mi realizado.

Certifico por la presente que autorizo a las entidades sanitarias nacionales y extranjeras y
al comité ético a que consulten los informes hospitalarios que digan mi nombre, sin que
por ello pierdan su caracter confidencial.

Nombre y apellidos del paciente:

Firma del paciente:

Nombre y apellidos del testigo:

Firma del testigo:

Fecha:

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:
Firma:
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ANEXO I

Resistencia a las drogas antirretrovirales y diversidad genética del VIH-1 en Cuba

Numeros de accesos en el GenBank de las secuencias del gen pol del VIH-1 de las
cepas cubanas descritas en nuestro estudio.

e DQ112963-DQ113387.

Secuencias de referencias empleadas (gen pol del VIH-1) en los arboles filogenéticos.

A1.SE7253
A2.97CDKTB48
C.ETH2220
D.94UG114
F1.FIN9363
G.92NGO083
K.MP535

02_AG.DJ264

18 cpx.CU14

A1.Q23-17
B.HXB2
C.97ZA012
D.ELI
F1.MP411
G.HH8793-12.1
K.EQTB11C

02_AG.97CM-
MP807

19 cpx.CU7

A1.92UGO037
B.RF
C.98IN012
D.83.ELI
F2.MP257
G.DRCB
J.SE7022

12_BF.ARMA159

19 cpx.CU38

A1.U455
B.SF2
C.96BW0502
F1.93BR020.1
F2.MP255
H.90CF056
J.SE7887

12_BF.A32989

19 cpx.CU29

A2.94CY017-41
B.WEAU160
C.92BR025
F1.vI850
G.SE6165
H.VI997
02_AG.IBNG

18_cpx.CU76

120



Resistencia a las drogas antirretrovirales y diversidad genética del VIH-1 en Cuba

ANEXO Il

Datos recogidos de los pacientes
(Los datos fueron obtenidos de la Base de datos de VIH del MINSAP vy las Historias

clinicas).

Caso indice

Orientacion Sexual

Internacionalista (Pais)

Lugar de Residencia (Urbana o Rural)

Fecha y lugar (pais) probable de infeccion con VIH.
Fecha de Diagndstico de VIH.

Conteo de CD4 y Carga viral de VIH.

Contactos sexuales anteriores y posteriores.
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ANEXO IV

Listado de Aminoacidos y simbolo de cada uno.

Nombre del Cédigo de una letra
aminoacido

Isoleucina
Valina

Leucina
Fenilalanina
Cisteina
Metionina
Alanina

Glicina
Treonina
Triptofano
Serina
Tirosina
Prolina
Histidina

Acido glutamico
Glutamina
Acido aspartico
Asparagina

Lisina

T X Z2 OO0 M I 9 < 0w s 460 >» 2 0 1<

Arginina
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