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RESUMEN

Objetivo: implementar el sistema de pirosecuenciacidon 454 de Roche para el gen
pol del VIH-1.

Métodos: a partir de muestras de plasma de 33 pacientes ecuatorianos
seropositivos a VIH-1 con fallo a la terapia antiretroviral, se realizd
pirosecuenciacion y los resultados fueron analizados con el programa DeepChek.
Resultados: se obtuvieron resultados en 27 de las 33 muestras analizadas. Se
encontraron 25 mutaciones asociadas a resistencia en poblaciones virales, siendo
F77L, M184V/1, K103N/S, M46L/I, 150V/L, Q58E, V82T/F/A/S/L y L90OM las mas
frecuentes. Se encontré una elevada resistencia a inhibidores de la reverso-
transcriptasa no analogos de nucledsidos y a inhibidores de proteasa (43,5 y 44,4 %
respectivamente, en poblaciones minoritarias), asi como para los inhibidores de
proteasa en poblaciones mayoritarias (26,4 %). Se detectaron 2, 2 y 1 muestra
con resistencia completa a cada clase de medicamentos (inhibidores de la reverso-
transcriptasa analogos de nucledsidos, no analogos de nucledsidos e inhibidores
de proteasa, respectivamente) en poblaciones mayoritariasy 3, 4y 6 en
poblaciones minoritarias, asi como 2 virus con resistencias a los tres grupos de
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drogas en poblaciones minoritarias. La mayoria de las muestras fueron del subtipo
B (77,8 %) en cada una de las regiones estudiadas.

Conclusiones: Este estudio permitié la implementacién de la pirosecuenciacién,
lo cual facilité a su vez analizar los primeros datos de resistencia a los
antirretrovirales en Ecuador.

Palabras clave: Ecuador; VIH; resistencia a los antiretrovirales; mutaciones;
subtipos; pirosecuenciacion.

ABSTRACT

Objective: implement the pyrosequencing system Roche/454 for the gene pol of
HIV-1.

Methods: based on plasma samples from 33 Ecuadorian HIV-1 positive patients
with antiretroviral therapy failure, pyrosequencing was conducted and the results
were analyzed with the DeepCheck software.

Results: results were obtained for 27 of the 33 samples analyzed. Twenty-five
mutations were found to be associated to resistance in viral populations. The most
common were F77L, M184V/I, K103N/S, M46L/I, 150V/L, Q58E, V82T/F/A/S/L and
LO90M. High resistance was observed to non-nucleoside reverse transcriptase
inhibitors and to protease inhibitors (43.5 and 44.4 %, respectively, in minority
populations), as well as to protease inhibitors in majority populations (26.4 %). 2,
2 and 1 samples were detected with full resistance to each drug type (nucleoside
reverse transcriptase inhibitors, non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors
and protease inhibitors, respectively) in majority populations, and 3, 4 and 6 in
minority populations, as well as 2 viruses with resistance to the three drug groups
in minority populations. Most samples belonged to subtype B (77.8 %) in each of
the study regions.

Conclusions: the study allowed implementation of the pyrosequencing system,
which made it possible to analyze the first data on resistance to antiretrovirals in
Ecuador.

Keywords: Ecuador; HIV; resistance to antiretrovirals; mutations; subtypes.

INTRODUCCION

Existen varios factores que pueden producir un impacto negativo en el éxito del
tratamiento antirretroviral en pacientes con VIH/sida. El desarrollo de cepas
virales resistentes es una de las principales razones del fracaso de la terapia
antirretroviral (ARV),! debido a que si se acumulan mutaciones de resistencia a
muchas clases de farmacos se limita el nUmero de alternativas de regimenes
terapéuticos y el éxito virolégico de terapias siguientes.

El ensayo genotipico es la técnica mas empleada para determinar la resistencia
ARV, requiere menos tiempo para su realizacion, es menos compleja
técnicamente, tiene un menor costo econdmico y presenta la ventaja adicional de
que las mutaciones que se detectan pueden preceder a las resistencias
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fenotipicas.? Los genes (o fragmentos de estos) que se utilizan para detectar
resistencia a los ARV son aquellos que codifican las enzimas que son el blanco de
esta terapia, siendo los mas utilizados la reverso-transcriptasa y la proteasa. El
ensayo fenotipico es la otra técnica empleada para la determinacion de la
resistencia ARV.

En Ecuador, existen alrededor de 29 000 personas viviendo con VIH.3 En estos
momentos cuenta con un arsenal de 15 farmacos ARV. Las drogas de primera
linea recomendadas por el programa de VIH/sida en el pais son dos inhibidores de
la reverso transcriptasa andalogo nucledsido (NRTI) y un inhibidor de la reverso
transcriptasa no analogo nucledsido (NNRTI), el esquema mas utilizado es
Tenofovir (TDF) /Emtricitabina (FTC) / efavirenz (EFV).* Segun reportes del
Ministerio de Salud, existen 9 043 pacientes con tratamiento ARV.>

Las guias internacionales actuales de tratamiento ARV incluyen el empleo de las
pruebas de resistencia con el fin de guiar a los médicos en la toma adecuada de
decisiones con respecto a los regimenes de tratamiento en cada caso;® estas
pruebas desafortunadamente no estan disponibles de forma estable en el pais.
Ademas se ha trazado un plan estratégico a nivel mundial con el fin de promover
la implementacién de la vigilancia de la farmacorresistencia ARV en cada pais en
pacientes bajo terapia ARV, asi como para vigilar la resistencia transmitida.”

Por ello nos trazamos el objetivo de implementar el sistema de pirosecuenciacion
454 de ROCHE para el gen pol del VIH-1, y determinar las mutaciones que
confieren resistencia a las drogas ARV presentes en la poblaciones virales asi
como los niveles de resistencia y las variantes genéticas del VIH-1, en la muestra
analizada de pacientes ecuatorianos que presentan fallo a la terapia.

METODOS

Se realizd un estudio observacional, descriptivo, de corte transversal. El universo
de estudio estuvo constituido por todas las muestras de plasma de los pacientes
con VIH-1 recibidas, junto a su respectiva ficha de datos epidemiolégicos en el
Laboratorio de Virologia del INSPI, Guayaquil, como parte del diagndstico del
Programa Nacional de Control y Prevencion del VIH/sida. El periodo de estudio
abarcé desde mayo 2013 a febrero 2014. La muestra queddé comprendida por
33 plasmas de pacientes que cumplieron los criterios de inclusion.

Los criterios de inclusion fueron: muestras de plasma que tuvieran 1 mL, que
hubieran estado conservadas a -80 °C y cuya carga viral previa fuese mayor que
20 000 cop/mL (cantidad minima requerida por la version utilizada de
pirosecuenciacién 454).

Las muestras de plasma provenian de las clinicas del sida de las provincias de
Pichincha, Guayas, Esmeraldas, Los Rios y El Oro, y correspondian a pacientes con
fallo a la terapia y que se mantenian con tratamiento antirretroviral.

El presente estudio forma parte de los resultados del proyecto INSPI - ESPOL
"Epidemiologia Molecular del VIH-1 en el Ecuador", auspiciado por SENESCYT.
Dicho proyecto cuenta con la aprobacion de la Direccion Nacional de Inteligencia
de la Salud (Comité de Etica) del Ministerio de Salud PUblica ecuatoriano, ademas
con la aprobacion del Comité Cientifico institucional del Instituto Nacional de
Investigacién en Salud Publica de Ecuador.
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EXPERIMENTOS REALIZADOS

Para la implementacion del sistema de pirosecuenciacion 454 para el gen pol del
VIH-1 se utilizd la metodologia que se describe brevemente a continuacion.

La extraccion del ARN del VIH se realizd con el estuche High Pure Viral Nucleic
Acid Large Volume (Roche, Estados Unidos de América o EUA), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Luego se procedié a la sintesis de ADN
complementario y la generacion de amplicones utilizando el estuche HIV Primer
Set YELLOW, (Roche, Alemania). Posteriormente, se realizé un control migrando
los amplicones en un gel de agarosa al 2 %.8

Los productos de PCR se purificaron utilizando el estuche AxyPrep™ Mag PCR
Clean-Up (Beckman Coulter, EUA) y se cuantificaron empleando el sistema Quant-
iT™ PicoGreen® dsDNA Assay Kit (Eugene, EUA). & Con el ADN complementario
amplificado, purificado y cuantificado, se realizé un PCR en emulsién con el
reactivo GS Junior emPCR Reagents (Lib-A) (Roche, Alemania). Los productos de
PCR obtenidos en este punto se encuentran unidos a perlas, que forman parte de
los reactivos del PCR en emulsién, que posteriormente fueron recuperadas (GS
Junior Titanium emPCR Kit Bead Recovery Reagents, Roche, EUA) y enriquecidas
(GS Junior Titanium emPCR Kit Oil and Breaking Kit, Roche, Alemania).8 Las
perlas se cuantificaron, siendo dptima la cuantificacion de 500 000 a 2 000 000 de
perlas.8

Posteriormente, se procedid a la secuenciacion, utilizando los reactivos GS Junior
Titanium Sequencing Reagents and Enzymes, GS Junior Sequencing Buffer y GS
Junior Packing Beads antes de ingresar al secuenciador.® Las secuencias
resultantes fueron editadas automaticamente por el software Deep Chek 1.3
(Advanced Biological Laboratories). Las técnicas se realizaron siguiendo las
instrucciones del fabricante (Roche).?:10

ANALISIS DE LA RESISTENCIA

Para la clasificacion de la resistencia se siguid el algoritmo de Stanford, version
6.2.0 (http://hivdb.stanford.edu/pages/documentPage/drm.html) y para el
analisis de las mutaciones se siguio el listado de la IAS 2014.1!

Los niveles de resistencia definidos por el Deep Chek-HIV algorithms v10.3 para la
base de datos de Stanford (v7.0- 27/2/2014) fueron: categoria susceptible (S),
resistencia intermedia (RI) y resistencia alta (RA). Los niveles de resistencia a los
tres grupos de medicamentos se calcularon mediante la determinacion del
promedio del porcentaje de RA, RI y RB de cada medicamento individual que
pertenece a cada clase de farmaco. Se considerd que las muestras de los
pacientes tenian resistencia cuando presentaron RI o RA.

Se clasificd como resistencia total a una clase (FCR) cuando no existia ninguna
droga sensible a la clase en cuestion.!? La resistencia a multiples farmacos (MDR)
se definié como las muestras resistentes a todos los medicamentos de las tres
clases, pudiendo encontrarse una excepcién de un solo medicamento de una
clase.!?
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Tabla 1. Caracteristicas generales de los pacientes estudiados. Ecuador, mayo 2013-febrero 2014

MNiveles de . Tiempo de inicio . .
Cadigo CV (copias/mL)® | CD4+/mm? | Edad (afios) | Sexo Preferencia de terapia Num ero de pri mera Seg_und_a’ Ter_ce ra,

h sexual (meses) terapias combinacion combinacion combinacion
1 265663 B8 48 M BS 41 3 TDF+FTCH+ERY STCHABCHLPY AZT+3ITCHRAL
2 75082 47 12 F HT 76 1 AZT+ITCHERY
3 98023 37 42 F HT 21 3 AZTH+ITCH+LPV/R | AZT+3ITCH+EFV TDF+FTC+RAL
4 20623 37 29 M ND MND 2 AZT+ITCHERY TDF+FTCH+RAL
5 158015 46 15 M MA MND 3 AZT+ITCHRETY AZT+ITCHERY ABC+ddI+LPV/R
6 147426 61 23 F ND ND 2 3TC+ddI+EFV TOF+FTC+LPVT
7 46513 95 27 M ND MND 3 DDI+3TC+LPV/R | TDF+FTC+EFY TOF+FTC+LPVS T
3 61947 729 34 M ND MND 2 DAT+3TCHERY ABC+EFRY
9 115421 149 26 F HT 40 2 AZT+ITCHERY FTC+TDF+ERY
10 168677 MD 5l M ND 39 MD ND
11 38038 MD 46 F HT MND MD ND
12 115741 MD 39 M ND 102 MD ND
13 165677 MD 53 F ND 55 MD ND
14 81928 MD 31 F ND 117 MD ND
15 037839 S8 45 F ND 45 2 ITC+ABCH+ERY TOF+FTC+LPV T
15 1580860 260 27 M ND 32 2 AZT+3TCHERY TOF+FTC+EFRY
17 46013 203 47 M ND 105 3 ABC+ITCH+EFY TOF+FTCH+ERY TOF+FTC+LPVS T
18 331154 21 11 M MA 77 2 AZT+ITCHNRY AZT+ITCHERY
12 705559 493 4 M MA 3 3 AZT+ITCHNRY AFT+3ITC4+LPV/r | TDF+EFV+DRV/r
20 85532 583 11 F MA 56 1 AZT+ITCHERY
21 104030 459 F MA 7 2 AZTH+ITCH+LPV r | ABC+ddI+LPV/T
22 322531 519 3 F MA MND 2 ITCHLPYS T EFV+ETC
23 67938 409 2 M MA MND 3 AZT+ITCHERY AZT+ITCHNRY AFT+ITCHLPY/ T
24 038414 823 10 M MA MND 2 AZT+ITCHNRY AFTH+ITCHLPV/ T
25 68444 1128 1 M MA MND 1 ABCHITCHLPY/ T
26 30386 1238 5 M MA MND 2 AZT+ITCHNRY AZT+ETCHERY
27 400001 433 11 F MA MND 1 AZT+ITCHERY

2 lltimo valor recogido de la ficha de datos; CV:

carga viral; M: masculino; F: femenino; BS: bisexual; HT: heterosexual; ND: no disponible;

MNA: no aplica; ABC: Abacavir; AZT: zidovudina; DRV: darunavir; D4T: estavudina; ddl: didanosina; EFV: efavirenz; FTC: Emtricitabina;
LPV: lopinavir; NFV: nelfinavir; RAL: raltegravir; TDF: Tenofovir; 3TC: lamivudina; /r: potenciado con ritonavir.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se determinaron las frecuencias absolutas y relativas de las variables estudiadas,

mediante una base de datos en Excel. Las variables incluyeron las mutaciones que
confieren resistencia a los ARV presentes tanto en poblaciones minoritarias, como

en las poblaciones mayoritarias y en el total.

Se recogieron datos de la ficha de resistencia del Programa Nacional de VIH/sida.
Los datos recogidos con su numero de identificacion, abarcaron las siguientes
variables de estudio: edad (afos), sexo, preferencia sexual (heterosexual,
homosexual o bisexual), terapia antirretroviral (medicamentos, nimero de
terapias), valor de la ultima carga viral (CV; dividida en 2 x 104-10°, 10°-106,
>10° copias/mL) y valor de los linfocitos T CD4+ (divididos en <200, 200-350,
350-500, >500 células).

En la tabla 1 se exponen los datos de las fichas epidemioldgicas.

Se realizé una regresidn logistica para buscar la posible asociacion entre los
subtipos y las mutaciones encontradas. Las variables cuantitativas continuas
(edad, carga viral y niveles de células CD4) fueron analizadas también mediante
la mediana, considerando los valores minimo y maximo (edad), asi como el ler. y
3er. cuartil (IQ1 e IQ3, de CV y niveles de células CD4+).

RESULTADOS

La mediana de la edad fue de 26 afios, predomind el sexo masculino (51,9 %),
siendo los heterosexuales (HT) los mas representados con el 25,9 %.

La mediana del recuento de células T CD4+ mas cercana al momento de la toma
de muestra fue de 446 células/mm?3 (1er. cuartil 189,5 y 3er. cuartil 619,5) y la
de la carga viral de 104 030 copias de ARN/mL (1ler. cuartil 67 938 y 3er. cuartil
322 931).

En la muestra estudiada se encontraron 12 nifos, los que habian sido tratados con
13 esquemas terapéuticos ARV. En los ninos la mediana del recuento de células T

CD4+ mas cercana al momento de la toma de muestra fue de 476 células/mm?3y

la de la carga viral de 94 781 copias de ARN/mL.

ANALISIS DE MUTACIONES QUE CONFIEREN RESISTENCIA ANTIRRETROVIRAL
EN LOS GENES DE LA REVERSO TRANSCRIPTASA Y DE LA PROTEASA VIRAL

Se obtuvieron resultados en 27 de las 33 muestras de plasma estudiadas. Las
secuencias obtenidas pertenecen al gen pol, de la regién que codifica para la
proteasa (PR) y la reverso-transcriptasa o transcriptasa inversa (TI) del VIH-1y
que comprende 89 aa que codifican para la proteasa y 250 aa que codifican para
la TI.

Se encontraron un total de 25 mutaciones que confieren resistencia a alguna de
las familias de los antirretrovirales estudiadas; de estas 16 mutaciones en el gen
de la TI confieren resistencia a los ARV, 10 de ellas a uno o varios de los

medicamentos de la familia de los NRTI y 6 a uno o varios de los medicamentos
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de la familia de los NNRTI. Ademas se detectaron 9 mutaciones mayores, que
confieren resistencia a uno o varios de los medicamentos de la familia de los
inhibidores de proteasa (PI) (Fig. 1).

Las mutaciones mas frecuentes encontradas en la regién de la TI que confieren
resistencia a los NRTI y los NNRTI, fueron: F77L, M184V/I y K103N/S (Fig. 1). Se
encontré una mayor frecuencia de mutaciones primarias asociadas a resistencia
en la region de la PR; entre las mas prevalentes estuvieron: M46L/I, I50V/L,
Q58E, V82T/F/A/S/L y L90M.

En poblaciones virales minoritarias y mayoritarias se detectaron diferencias en las
frecuencias en cuanto a la presencia de cada una de las mutaciones que confieren
resistencia. Por ejemplo, en la regién de la TI en poblaciones minoritarias se
encontré la F77L y la K101E/P a diferencia de las poblaciones virales mayoritarias
(en ambas poblaciones se encontré la M184V/I y la K103N/S). Se hallaron
mutaciones menos frecuentes pero de gran importancia como la M41L, D67N,
K70R, L210W, T215F/Y y la K219Q/E en la region de la TI en poblaciones virales
mayoritarias.

En la regidn de la PR, las mutaciones mas frecuentes en poblaciones minoritarias
fueron la M46L/1, I50V/L, Q58E y V82T/F/A/S/L, mientras que en las poblaciones
mayoritarias fue la L90M.

La frecuencia de mutaciones que confieren resistencia encontradas en poblaciones

mayoritarias (>20 %) es menor que la frecuencia de mutaciones en poblacion
minoritarias (1-20 %) (Fig. 1).
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Fig. 1. Porcentaje de pacientes con poblaciones de VIH-1 con mutaciones que confieren
resistencia a los ARV en poblaciones minoritarias (< 20 %) y mayoritarias (> 20 %).

Las mutaciones detectadas en los nifios fueron: en poblaciones mayoritarias la
V82T/F/A/S/L (8,3 %) y L90OM (33,3 %) en la regién de la PR y en la regidn de la
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TI la M184V/I (16,7 %), T210W (8,3 %), T215Y/F (8,3 %) y K103N/S (16,7 %).
En poblaciones minoritarias virales de los nifos, las mutaciones mas detectadas
fueron M46L/1, I50V/L, Q58E (16,7 % cada una) en la regiéon de la PRy en la
regién de la TI la V751, M184V/I, K101E/P, F227L/C (16,7 % cada una) y
K103N/S (25 %).

NIVELES DE RESISTENCIA A LOS MEDICAMENTOS ANTIRRETROVIRALES

Los niveles de resistencia a los medicamentos fueron mayores en las poblaciones
virales minoritarias al compararios con las mayoritarias.

En poblaciones minoritarias se encontré que el 64,6 % de los virus son sensibles a
todos los medicamentos de la familia NRTI, siendo este el grupo de medicamentos
con menores valores de resistencia. Los niveles de resistencia a los NNRTI y a los
de IP, fueron elevados (43,5 % y 44,4 %, respectivamente), particularmente para
los medicamentos efavirenz (EFV) y nevirapina (NVP) (68 %) de los NNRTI, y para
atazanavir/ busteado con ritonavir (ATV/r), lopinavir (LPV/r), nelfinavir (NFV),
fosamprenavir (FPV/r), indinavir (IDV/r) y saquinavir (SQV/r) (48,1 %) del grupo
de los IP (Fig. 2, A).

En poblaciones mayoritarias se encontré que el 16,9 % de los virus son resistentes a
los NRTI y el 18,5 % a los NNRTI, siendo estos los grupos de medicamentos con
menores valores de resistencia. Se debe sefialar que los virus tuvieron elevada
resistencia a dos de los medicamentos de la familia de los NNRTI, el EFV y la NVP
(29,6 %). Los niveles de resistencia de los virus frente a los medicamentos IP
fueron altos (26,4 %), aunque frente a dos de los medicamentos de este grupo se
presentaron niveles de resistencia bajos (darunavir o DRV/rcon el 3,7 % vy
tipranavir o TPR/r con el 7,4 %), en poblaciones mayoritarias (Fig. 2, A).
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Fig. 2. Niveles de resistencia a los NRTI, NNRTI e IP en poblaciones minoritarias (A) y mayoritarias (B).

En las poblaciones virales mayoritarias de las muestras de los niflos se encontrd
una elevada resistencia a los IP (50 %), mientras que la resistencia a los NRTI fue
baja (16,7 %) e intermedia a los NNRTI (25 %).

En las muestras de dos pacientes se encontraron poblaciones virales mayoritarias
con FCR a los NRTI (7,4 %), dos a los NNRTI (7,4 %) y uno a los IP (3,7 %). No

Niveles de resistencia en poblaciones mayoritarias

http://scielo.sld.cu 47

I om
w a2



Revista Cubana de Medicina Tropical. 2017

se encontrd ninguna muestra con MDR en poblaciones virales mayoritarias. En
poblaciones virales minoritarias, se encontraron tres virus (11,1 %) con FCR a los
NRTI, cuatro (14,8 %) a NNRTI y seis (22,2 %) a IP, adicionalmente, dos
virus tuvieron MDR. Se detectaron virus MDR en un nifio de 1 afo de edad;
adicionalmente, se encontraron tres nifios con virus FCR a los NNRTI, uno a
los NRTI y tres a los IP en poblaciones minoritarias; mientras que en las
poblaciones virales mayoritarias se encontraron tres nifios que tenian virus
FCR a una de las clases de drogas estudiadas (un nifio con cada clase de
drogas).

NIVELES DE RESISTENCIA A LOS MEDICAMENTOS ANTIRRETROVIRALES
Y SU RELACION CON EL TRATAMIENTO EMPLEADO

De forma general los pacientes que tuvieron un mayor nimero de esquemas
terapéuticos presentaron mayores niveles de resistencia a los ARV, tanto en
poblaciones virales mayoritarias como en las minoritarias. Se detectaron dos
excepciones, los niveles de resistencia en los NNRTI en poblaciones virales
(45,5 % en mayoritarias y 81,8 % en minoritarias) de los pacientes con dos
esquemas y los niveles de resistencia a los IP en poblaciones virales de
pacientes que habian utilizado un solo esquema de tratamiento (50 % en
poblaciones virales mayoritarias y minoritarias, Fig. 3, A, By C).

Al analizar la resistencia en poblaciones minoritarias y mayoritarias con
respecto al antecedente del uso de cada uno de los ARV, se encontrd que la
familia de los NRTI fue la de los medicamentos empleados con mayor
frecuencia en los pacientes estudiados (81,5 %), siendo el lamivudina (3TC) y
el zidovudina (AZT) los mas utilizados de este grupo. Contrasta el elevado
uso del 3TC (81,5 %) con una frecuencia de mutaciones en poblaciones
mayoritarias baja (22,2 %), un hallazgo similar se encuentra en el TDF y el
AZT. No se obtuvieron los datos del tratamiento ARV de cinco pacientes (Fig.
3,A, By Cytablal).

El EFV es el Unico NNRTI empleado por los pacientes analizados (66,7 %) y
se encontrd que las mutaciones en poblaciones virales minoritarias que
confieren resistencia para este medicamento y para la NVP es elevada (63 %)

(Fig. 3, E).

El 55,6 % de los pacientes que usaron IP, presentaron virus con elevada
frecuencia de resistencia a los medicamentos de este grupo en poblaciones
minoritarias (48,1 %) y mayoritarias (33,3 %). Aunque se debe sefialar que los
pacientes tratados con IP recibieron LPV/r (48,4 %), NFV (18,1 %) y DRV/r (3,7 %)
solamente, y los niveles de resistencia en poblaciones mayoritarias fueron del
33,3 % para la mayoria de los medicamentos de este grupo (exceptuando el
DRV/r vy el TPR/r) (Fig. 3, E).

Se emplearon 18 esquemas terapéuticos en 22 pacientes (tabla 2). El tiempo de
tratamiento ARV de los pacientes fue variado: comenzando en el 2004 y hasta el
2007, cinco pacientes; del 2008 al 2010, nueve pacientes y del 2011 al 2013, seis
pacientes. No se encontrd relacion en cuanto al tiempo de tratamiento y la
presencia de resistencia a los ARV (datos no mostrados).
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Fig. 3. Porcentaje de resistencia a los antiretrovirales en poblaciones minoritarias y
mayoritarias, segun ARV utilizados previamente (A: 3 esquemas terapéutios; B: 2 esquemas
terapéuticos; C: 1 esquema terapéutico; D: se desconoce cuantos esquemas terapéuticos han
utilizado, y E: niveles de resistencia a los ARV y tratamiento previo con ese ARV).
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Tabla 2. Esquemas terapéuticos empleados en adultos y nifios. Ecuador, mayo 2013-febrero 2014

Primera Segunda Tercera
Esquema terapéutico combinacion combinacion combinacion Adul:crc?;fhlliﬁos
Adultos/NMifios Adultos/Nifios Adultos/Nifios
AZT+3TC+EFV 3/4 1/3 0/0 4/7
AZT+3ITCHNFV 0/4 0/1 0/0 0/5
AZT+3TC+LPV/r 1/2 0/2 0/1 1/5
AZT+3ITCHRTV 0/1 0/0 0/0 0/1
3ITCHLPVY/r 0/1 0/0 0/0 0/1
ABC+DDI+LPV/r 0/0 0/1 0/1 0/2
EFV+ETY 0/0 0/1 0/0 0/1
TDF+EFV+DRV/r 0/0 0,/0 0/1 0/1
TDF+FTC+EFV 1/0 4/0 0/0 5/0
3TC+DDI+EFRFY 1/0 0/0 0/0 1/0
DOI+3TC+LPW/T 1/0 0/0 0/0 1/0
D4T+3TC+EFY 1/0 0/0 0/0 1/0
3TC+ABC+EFV 2/0 0,/0 0/0 2/0
3TC+ABC+LPY/r 0/0 1/0 0/0 1/0
TDF+FTC+RAL 0/0 1,/0 1/0 2/0
TOF+FTC+LPV/r 0/0 2/0 2/0 4/0
ABC+EFV o/0 1/0 0/0 1/0
AZT+3TC+RAL 0/0 0/0 1/0 1/0

CV: carga viral; M: masculino; F: femenino; BS: bisexual; HT: heterosexual; ND: no disponible;
M4z no aplica; ABC: Abacavir; AZT: zidovudina; DRV: darunavir; D4T: estavudina; ddl: didanosina;
EFV: efavirenz; FTC: Emtricitabina; LPV: lopinavir:; NFV: nelfinavir; RAL: raltegravir: TDF: Tenofovir:

3TC: lamivudina; /r: potenciado con ritonavir.

RESISTENCIA A LAS TRES CLASES DE DROGAS Y CARACTERISTICAS
DE LA MUESTRA ESTUDIADA

Al analizar los valores del nimero de células T CD4+, se encontré que el 50 % de
los pacientes que tenian datos de niveles de CD4 cercano a la toma de la muestra
presentaba valores muy bajos (< 200 células/mm?3). Menos del 30 % de los
pacientes tenian niveles de células CD4+ mayor a 500 células/mm3. Los niveles
de CD4+ menores a 200 e inclusive menores a 350 no se asociaron a una mayor
resistencia (datos no mostrados). La determinacion de los niveles de CD4 se
realizé una mediana de 3 meses antes de la toma de la muestra analizada para la
determinacion de resistencia ARV (IQ1= 1 mes y IQ3= 8,5 meses).

Si analizamos los niveles de carga viral y la presencia de mutaciones que
confieren resistencia (en general) a los ARV, se observa que el 50 % de los
pacientes con alguna mutacién tuvieron una alta carga viral (mayor a 10°
copias/mL), sin encontrarse asociacion estadistica entre estas variables. La
determinacion de los niveles de carga viral se realizé una mediana de 1 mes antes
de la toma de la muestra analizada para la determinacion de resistencia ARV
(IQ1= 1 mes y IQ3= 3 meses).

http://scielo.sld.cu 50



Revista Cubana de Medicina Tropical. 2017

SUBTIPOS

Veintiuno de los 27 virus estudiados en la regién de la TI (77,8 %), se clasificaron
como subtipo B, 3 pacientes con virus del subtipo CRF28_BF y no se pudo
secuenciar la region de la TI en virus de 3 pacientes.

Al analizar la regién de la PR, 21 virus se clasificaron como subtipo B (77,8 %) y 4 virus
mostraron los subtipos CRF07_BC, CRF34_01B, CRF02_AG y subtipo F2. Fue
imposible tipificar 2 virus en esta region.

Todos los virus tipificados fueron subtipo B en alguna de las dos regiones, o
formas recombinantes con subtipo B.

Al analizar los subtipos encontrados y su relacion con la resistencia ARV, se
encontrd que las poblaciones minoritarias de subtipo B tuvieron un mayor
porcentaje de resistencia particularmente para algunos de los NRTI, e incluso
mayor para el EFV y la NVP (Fig. 4, A).

En las poblaciones virales mayoritarias No B, los mayores valores de resistencia
fueron los IP y algunos de los NRTI (Fig. 4, B).
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Fig. 4. Porcentaje de poblaciones virales minoritarias (A) y poblaciones virales mayoritarias (B) de VIH-1, que
presentan resistencia a los medicamentos NRTI, NNRTI e IP, segun el subtipo viral en PT o en TI.

Se encontrd que no hubo una relacion entre los subtipos y las mutaciones
encontradas (p> 0,05).

Los subtipos virales en las muestras de sangre de los nifios fueron
mayoritariamente del subtipo B (10 virus con subtipo B en la region de la Tl y 7
virus en la region de la PR), ademas se detectaron 3 subtipos mas en PR
(CRFO07_BC, CRF02_AG y F2).

http://scielo.sld.cu >1



Revista Cubana de Medicina Tropical. 2017

DISCUSION

Los resultados de carga viral elevada y de niveles bajos de CD4 en pacientes
tratados indican un fallo a la terapia de largo tiempo de evolucion.'3

No fue posible obtener resultados de pirosecuenciacidon de las poblaciones virales
de 6 pacientes. Entre las posibles causas podemos destacar, el no contar con el
dato reciente de carga viral y posibles problemas de temperatura durante el
almacenamiento y transporte de las muestras. Ademas, no se dispuso de una
segunda alicuota de muestra para repetir la pirosecuenciacion.

La pirosecuenciacion permite la deteccién de cuasiespecies minoritarias con
capacidad discriminatoria para detectar variantes virales que representan tan solo
el 1 % de la poblaciéon,'* incluyendo a poblaciones virales menores al 20 %
resistentes a las drogas de aquellos pacientes con fallo a la terapia.'® Algunas
observaciones sugieren que las cuasiespecies pueden emerger como poblaciones
mayoritarias de virus después del inicio de la terapia de rescate en pacientes
pretratados.!®

La interpretacion de las pruebas de resistencia que describen poblaciones virales
minoritarias, si bien no es un criterio establecido para determinar qué
medicamento ARV indicara el médico de asistencia a un paciente, puede orientar
al médico sobre cual puede ser la evolucion de las poblaciones virales circulantes
en el paciente y la potencialidad de desarrollar resistencia a algunos
medicamentos.16:17

En Ecuador, no se conoce cual ha sido el comportamiento de la resistencia. El
tamafo de la muestra estudiada en la actual investigacion no permite realizar una
valoracion de la resistencia a los ARV en el pais, pero constituye un estudio piloto
en el cual se puede apreciar algunos de los problemas que ocurren en Ecuador. La
inaccesibilidad a estudios de resistencia en la poblacién con VIH-1 en Ecuador, la
amplia accesibilidad a la terapia ARV y los resultados del presente estudio nos
permiten plantear la hipotesis: los niveles de resistencia a los ARV en pacientes
tratados es alta en Ecuador. Dicha hipotesis deberia ser confirmada/refutada en
aras del mejoramiento de la salud de las personas que viven con VIH/sida y de la
correcta aplicacién de politicas sanitarias.

En los paises del area no se detecté un cambio en la prevalencia de resistencia a
los ARV en 10 afios.8 En Africa, y en particular en el este africano, la tendencia de
la prevalencia es a aumentar.'® En Europa, los pacientes con falla viroldgica en
1997 era el 74,2 % y en el 2012 era solo el 5,1 %; de estas muestras el 77,9 %
tenia resistencia, siendo la resistencia a los NRTI la mas frecuente (70,3 %).'° En
Francia, hubo una disminucion de la prevalencia de la resistencia a ARV en
pacientes con falla virolégica.?°

Se encontraron pacientes con resistencia a las diferentes familias de drogas
(FCR), en poblacion mayoritaria y en un mayor nimero de poblaciones
minoritarias virales, lo que indica un fallo de terapia de larga evolucion, lo cual
conduce a la acumulacién de mutaciones de resistencial? y una reduccion de sus
opciones terapéuticas.
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NIVELES DE RESISTENCIA A LOS MEDICAMENTOS ANTIRRETROVIRALES
Y SU RELACION CON EL TRATAMIENTO EMPLEADO

Se encontré que los pacientes analizados presentaban una amplia variedad de
esquemas terapéuticos utilizados, lo cual difiere de lo recomendado.* El mal
manejo terapéutico se puede deber a no tener implementado estudios de
resistencia para el adecuado tratamiento ARV, a una incorrecta indicacion médica
de las drogas o las combinaciones inadecuadas de estas, ademas de una pobre
adherencia de los pacientes a los tratamientos.

Los pacientes estudiados con una mayor cantidad de esquemas terapéuticos
tuvieron niveles de resistencia mayores. En pacientes con evidencia de fallo a la
terapia, si se mantiene la misma combinacién por tiempo prolongado, van
acumulandose otras mutaciones que incrementan los niveles de resistencia.!?

SUBTIPOS

Algunos subtipos han sido relacionados con algunas vias de transmision, por
ejemplo el subtipo B con los hombres que tienen sexo con hombres, asi como
algunas formas recombinantes con el uso de drogas intravenosas?':?2 o
recientemente, una forma recombinante con rapida progresién a sida.?3?* Las
diferencias encontradas en el presente estudio dado lo pequefia y variado de la
muestra no se establecieron de forma significativa.

La mayoria de los virus secuenciados fueron B puro y formas recombinantes de B,
lo que concuerda con otros estudios en América.?32> Identificar el subtipo es de
importancia, porque se han descrito mutaciones que generan resistencia en
algunos subtipos y no en otros (la 30 y la 90 para IP, la 106 para NNRTI, etc).?®

Al analizar la poblacion infantil incluida, llama la atencién que varios de ellos (ocho
ninos) recibieron dos o tres esquemas terapéuticos, que existieron dos nifios con
FCR y un niumero mayor con la potencialidad de tener FCR y MDR. El seguimiento
de los nifios infectados por VIH se hace mas complejo, pues este grupo
poblacional requiere que se analicen muestras seriadas a partir del nacimiento y
de sus madres antes de comenzar el tratamiento ARV, en el parto y luego de este.
Las opciones terapéuticas en los nifios son limitadas pues no todos los
medicamentos tienen formulaciones pediatricas y existe el inconveniente de la
transmision de cepas resistentes de la madre al feto.?” Los estudios de resistencia
en poblacion pediatrica son necesarios tanto para aquellos nifios tratados con falla
a la terapia, como en aquellos que se comenzaran a tratar, para iniciar una
terapia de primera linea altamente efectiva.?”

En conclusién, este estudio permitié la implementacion del sistema de
pirosecuenciacion 454 para la regién pol del VIH-1 que codifica para las proteinas
protesa y reverso transcriptasa, lo cual facilité a su vez analizar los primeros datos
de resistencia a ARV en Ecuador. Desafortunadamente, no disponemos de otros
métodos o paneles de control para determinar la resistencia, que nos permitan
validar la técnica empleada.

Para realizar un estudio con el objetivo de conocer los mutantes virales y su
asociacion con los niveles de resistencias a las drogas ARV es necesario realizar
un analisis a un mayor niumero de muestras, contando con los datos clinicos,
terapéuticos y epidemioldgicos completos. Este estudio, permitiria ademas que se
conozcan los subtipos y variantes genéticas del VIH-1 que circulan en Ecuador, asi
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como su posible relacién con datos epidemioldgicos. El estudio de una mayor
cantidad de pacientes permitira realizar sugerencias a las autoridades de salud
ecuatorianas en cuanto al tratamiento ARV.
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