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RESUMEN

Introduccion: la emergencia de virus de inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1)
resistentes a antirretrovirales constituye una de las principales causas de fallo
terapéutico.

Objetivo: analizar las mutaciones asociadas a resistencia a los antirretrovirales y
los niveles de resistencia en un grupo de pacientes con criterios de fallo a la terapia
antirretroviral de gran actividad (TARGA) durante el afio 2012.

Métodos: se colectaron muestras de plasma de 25 individuos con criterios de fallo
a la TARGA, de los 157 pacientes positivos al VIH-1 que asistieron a la Consulta
Externa de Infectologia del Hospital "Hermanos Ameijeiras" durante el afio 2012. Se
determind el subtipo viral y las mutaciones asociadas a resistencia y se estimo el
tiempo transcurrido entre el inicio de la Ultima terapia y la deteccién de virus
resistente.

Resultados: 52 % de los pacientes solamente habia recibido un régimen de
TARGA. Se detectaron mutaciones asociadas a resistencia en 84 % de los
pacientes. El 64 % presento alta resistencia a los antirretrovirales empleados como
primera estrategia terapéutica en el pais. El tiempo promedio entre el inicio de la
ultima terapia y la deteccién de virus resistente fue de 2,3 afios. El 16 % de los
pacientes presento virus susceptibles, en este grupo la probabilidad de no
adherencia a la TARGA pudo ser la causa del fallo terapéutico.
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Conclusiones: se evidenciaron altos niveles de resistencia a la primera linea de
TARGA empleada en Cuba y la aparicion de variantes resistentes después de iniciar
el tratamiento. Estos resultados enfatizan la necesidad del monitoreo de la
resistencia como parte de la atencioén integral a las personas que viven con
VIH/Sida.

Palabras clave: inmunodeficiencia humana, antirretrovirales, mutaciones
asociadas a resistencia, terapia antirretroviral de gran actividad.

ABSTRACT

Introduction: the emergence of resistant virus antiretroviral human
immunodeficiency type 1 (HIV-1) is a major cause of treatment failure.

Objective: to analyze the mutations associated with antiretroviral resistance and
resistance levels in a group of patients with failure criteria to antiretroviral therapy
(HAART).

Methods: Plasma samples from 25 individuals with failure criteria to HAART were
collected out of 157 HIV-1 positive patients attending the Outpatient Infectious
Diseases at Hermanos Ameijeiras Hospital during 2012. The viral subtype and
resistance mutations were determined; and the time between the beginning of the
last therapy and detection of resistant viruses was estimated time.

Results: 52 % of patients had only received HAART regimen. Mutations associated
with resistance in 84 % of patients were detected. 64 % had to antiretroviral
treatment strategy employed as first high resistance in this country. The average
time between the beginning of the last therapy and the detection of resistant
viruses was 2.3 years. 16 % of patients had susceptible virus. The probability of
non-adherence to HAART could be the cause of therapeutic failure in this group.
Conclusions: high levels of resistance to first-line HAART used in Cuba and the
emergence of resistant variants after starting treatment were evident. These results
emphasize the need for monitoring resistance as part of comprehensive care for
people living with HIV / AIDS.

Key words: human immunodeficiency, antiretrovirals, resistance mutations, highly
active antiretroviral therapy.

INTRODUCCION

Uno de los progresos mas significativos en el enfrentamiento a la epidemia del
VIH/sida ha sido el desarrollo de la terapia antirretroviral de gran actividad
(TARGA), la que previene o retarda la progresion de la enfermedad, con el impacto
positivo de disminuir la carga viral circulante, restaurar el sistema inmunoldgico y
mejorar la calidad de vida.*?

La mayoria de los antirretrovirales (ARV) actualmente en uso se clasifican en
alguno de los siguientes grupos: inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de
nucledsidos y nucledtidos (ITIAN), inhibidores de la transcriptasa inversa no
analogos de nucledsidos (ITINAN) e inhibidores de la proteasa viral (IP). En Cuba,
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los ARV mas frecuentemente empleados en el tratamiento de los pacientes son: de
los ITIAN, lamivudina (3TC), estavudina (D4T) y zidovudina (AZT), de los ITINAN la
nevirapina (NVP) y de los IP el indinavir (IDV). El esquema mas usado incluye 3TC,
AZT y NVP. Lamivudina es la droga mas utilizada en tratamientos combinados y la
terapia de primera linea incluye AZT, 3TC, D4T y NVP. A partir del afio 2004, Cuba
comenzo a adquirir otro grupo de medicamentos, lo que permitié diversificar la
terapia.® Actualmente se trabaja por retirar progresivamente medicamentos con
reacciones adversas frecuentes, no recomendados por la OMS, como D4T e IDV.*

Tras la introduccion de la TARGA en el 2001, en Cuba se constaté una disminucion
de la incidencia de las infecciones oportunistas relacionadas con el VIH/sida y de la
mortalidad por el sida.® Al cierre del 2013, 9 662 personas que viven con VIH (PVV)
se habian beneficiado de la TARGA (Registro Informatizado del MINSAP. Cuba,
2014).

En el afio 2005, la atencion médica a las PVV se descentralizé, lo que mejoro el
control de la TARGA, segln el area de residencia de los pacientes.® En el Hospital
Clinicoquirurgico "Hermanos Ameijeiras"”, segun el Protocolo de trabajo para la
infeccion y la enfermedad por retrovirus humanos aprobado por la Comisiéon de
Aplicacion del Manual de Practicas Médicas del hospital, se atienden en Consulta
Externa de Infectologia, un grupo de PVV.5 La atencién hospitalaria se realiza en
colaboracioén con la atenciéon primaria descentralizada que se brinda segun su area
de residencia,® lo que les ha permitido comenzar la TARGA cuando lo han
requerido. Sin embargo, esta terapia no es capaz de erradicar el VIH del organismo
y se debe mantener de por vida,? por lo tanto, se hace necesario controlar factores
que pueden entorpecer el éxito del tratamiento a corto o largo plazo, tales como la
pobre adherencia a la terapia, la intolerancia a la medicacion, las interacciones
medicamentosas, las variaciones individuales de la farmacocinética y la emergencia
de mutaciones asociadas a resistencia (MAR) a los ARV. Precisamente, la
resistencia a los ARV es una de las principales causas de fallo de los esquemas de
tratamiento, lo que se evidencia por el aumento de la carga viral, el deterioro
inmunolégico y, eventualmente, la progresion clinica.®” Estos aspectos deben ser
monitoreados durante la practica clinica para detectar precozmente los casos con
fracaso terapéutico y evaluar posibles cambios en las combinaciones de
antirretrovirales indicadas. Por la importancia de este aspecto en la atencion
integral que se brinda a las PVV y a la necesidad de perfeccionar el monitoreo de la
terapia antirretroviral, el objetivo del presente estudio fue analizar las MAR y los
niveles de resistencia en un grupo de pacientes con criterios de fallo a la TARGA
que asistieron a la consulta externa de Infectologia del Hospital "Hermanos
Ameijeiras" durante el afio 2012.

METODOS

Seleccion de los pacientes

Se incluyeron en el estudio todos los individuos que presentaron alguno de los
criterios de fallo terapéutico, detectados durante el seguimiento clinico. Se
consideraron los siguientes criterios de fallo terapéutico:

- Criterio clinico: aparicion de alguna infeccidén oportunista o enfermedad indicadora
de sida durante el monitoreo de la TARGA.

- Criterio viroldgico: detecciéon de niveles de carga viral por encima de 1 000 Ul/mL,
después de resultados no detectables.
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- Criterio inmunoldégico: no aumentar el conteo de células CD4+ sobre el nivel basal
y por encima del nivel de seguridad para evitar infecciones oportunistas.

Evaluacion de la adherencia a la terapia

Se obtuvo informacion sobre la adherencia a la terapia a partir del interrogatorio al
paciente y al familiar acomparfiante, segun procedimiento descrito previamente por
varios autores® y a la colaboracion de voluntarios de la Linea de Apoyo a PVV que
verificaron el cumplimiento de la terapia en los registros de farmacia.

Determinacion de la carga viral plasméatica

La carga viral plasmatica se determiné mediante el empleo de la tecnologia COBAS
Ampliprep/COBAS Tagman HIV-1 Test (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany). Los resultados se expresaron en Ul/mL.

Conteo de subpoblaciones linfocitarias

Los valores correspondientes al conteo de subpoblaciones linfocitarias (CD4+) se
obtuvieron a través de la base de datos SIDATRAT del Instituto de Medicina
Tropical "Pedro Kouri" (IPK).°

Determinacion del subtipo de VIH-1 y de la resistencia a drogas ARV

Se colectaron 10 mL de sangre periférica en tubos con EDTA (0,2 M, pH 7,2),
mediante puncioén venosa, y se separo el plasma por centrifugacién durante 20 min
a 2 000 g. El plasma se conservé a -85 © C hasta su uso.

Se aislo el ARN viral del plasma para amplificar la region del gen pol de VIH-1 que
cadifica las enzimas proteasa y transcriptasa inversa (Tl), segun los procedimientos
descritos por Machado y otros.°

Las MAR y los niveles de resistencia a los ARV se determinaron segun los
programas disponibles en la base de datos de la Universidad de Stanford
(http://hivdb.stanford.edu).

Se consideré multirresistencia cuando se detectaban mutaciones asociadas a
resistencia a los 3 grupos de ARV: ITIAN, ITINAN, IP.

Se determiné el tiempo entre la fecha de comienzo del Gltimo esquema terapéutico
y la fecha de deteccion de la resistencia a los ARV.

Procesamiento estadistico

Los datos categoricos se analizaron mediante el test X2. Se realizé una comparacion
de 2 proporciones con muestras independientes mediante el empleo del estadigrafo
Z. Para todos los tests estadisticos se consideraron significativos los valores de p <

0,05.
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RESULTADOS

De las 157 PVV, 25 individuos con TARGA fueron clasificados con criterio de fallo

terapéutico.

En la tabla se muestran los parametros inmunoldégicos, viroldgicos y terapéuticos de
los pacientes incluidos en el estudio.

Tabla. Parametros inmunolagicos, viroldgicos y terapéuticos
de los pacientes con criterio de fallo a la terapia antirretroviral

de gran actividad

Pardmetros

Pacientes

Células CD4+ (cél/mm3)
< 200

201-350

Carga viral (UL/mL)

1 001- 5 000

5 001-10 000

10 001- 50 Q00

No.

25

10
15

8
13
4

Afios transcurridos con TARGA actual

<1

1

2

3

4

=5

Esquemas de TARGA usados

1
2
3
4

5

Reciben 1a linea de TARGA
(AZT, 3TC, D4T, NVP)

Reciben 2a linea TARGA
Reciben 3a linea TARGA

TARGA: terapia antirretroviral de gran actividad.
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Distribucion de subtipos

En la figura 1 se ilustra el arbol filogenético de las muestras estudiadas.
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Fig. 1. érbal filogerético de las secuencias del gen pol de WIH-1 de los 25
individuos incluidos en el estudio,

El subtipo B predominé en la poblacion estudiada (52 %), seguido de la forma
recombinante circulante (FRC) 19 cpx (16 %), las FRC BG (12 %), que incluyen
20_BG, 23_BG y 24 _BG, las formas unicas recombinantes (FUR) con 12 % y la FRC
18 cpx con 8 %.

Prevalencia de las mutaciones asociadas a la resistencia a los ARV y
niveles de resistencia

Se detectd al menos una MAR en 21 pacientes (84 %). De ellos, el 61,9 % present6
mutaciones a ambas familias de inhibidores de la Tl (ITIAN e ITINAN), el 19,1 % a
la combinacion IP + ITIAN, el 9,5 % solo a los ITIAN y el 9,5 %, solo a los ITINAN.
El 16 % de los pacientes presentaron virus susceptibles a todos los ARV.
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Las mutaciones mas frecuentes para los ITIAN fueron M184V (56 %) y T215F/Y/rev
(36 %), mientras que para los ITINAN fueron Y181C/1/V (24 %) y K103N (20 %).
La mutacién méas comun para los IP fue K43T (9,5 %).

El 64 % present6 alta resistencia a todas o algunas de las drogas empleadas como
primera estrategia terapéutica en el pais. Los mayores niveles de resistencia a ARV
(suma de resistencia alta, intermedia y baja) se detectaron en la NVP (56 %),
seguido de 3TC, abacavir (ABC), AZT, DAT, emtricitabina (FTC) y efavirenz (EFV)
(52 %). La presencia de multirresistencia se detect6 en el 12 % de las muestras
estudiadas. En la figura 2 se ilustra el comportamiento de la resistencia a los

diferentes ARV en las muestras estudiadas.
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Fig. 2. Miveles de resistencia a los antirretrovirales.

El tiempo transcurrido entre el inicio o cambio de la TARGA y la deteccidn de las
MAR fue de 2,3 afios y en este parametro no hubo diferencia estadisticamente
significativa entre los resultados de los pacientes que recibian la primera linea de
TARGA vy los que recibian la segunda o la tercera linea.
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DISCUSION

El empleo de la TARGA en Cuba, desde el afio 2001, ha propiciado una disminucion
de la mortalidad por sida e incidencia de enfermedades oportunistas asociadas al
VIH/sida en las PVV. La produccion de un grupo de ARV en instituciones cubanas,
posibilité un aumento en la cobertura y mayor acceso a este tipo de tratamiento.®
Sin embargo, una de las principales causas referidas al fallo a la TARGA lo
constituye la aparicién de variantes virales resistentes a los diferentes ARV
empleados en los diferentes esquemas terapéuticos.”-11

En el grupo de pacientes con criterio de fallo a la TARGA que asistieron a la
consulta de Infectologia durante el afio 2012, hubo un predominio del subtipo B y la
presencia de diferentes formas recombinantes, comportamiento similar al descrito
por varios autores al estudiar la diversidad genética del VIH-1 y la resistencia a los
ARV en diferentes grupos de PVV cubanos.1?-1°

El 61,9 % de las muestras estudiadas presentdé mutaciones asociadas a los 2
grupos de inhibidores de la transcriptasa inversa (ITIAN e ITINAN). Estos valores
son similares a los descritos por varios autores en poblaciéon tratada con evidencia
de fallo a terapia.t®?2! El primer estudio de la resistencia a los ARV realizado en
Cuba mostré evidencias de MAR en el 32,9 % de las muestras de pacientes
tratados.?? Posteriormente, otro estudio mostré una frecuencia de MAR de 64,5 % y
54,8 % para los ITIAN e ITINAN, respectivamente.'’” La deteccion de las mutaciones
M184V y T215F/Y, en la mayoria de las muestras estudiadas, puede deberse al
empleo sistematico de 3TC, AZT y D4T en los esquemas terapéuticos cubanos. La
NVP es uno de los ITINAN empleados con mas frecuencia en las combinaciones de
TARGA, lo cual explica la elevada frecuencia de alta resistencia a esta droga.

Uno de los factores virales que favorece la aparicion de MAR en el VIH-1 lo
constituye la presiéon que ejercen los ARV durante el ciclo replicativo, aspecto que
posibilita que se acorte el tiempo de aparicidon de la resistencia después de iniciada
la TARGA.!! En el presente estudio se observé un intervalo promedio de 2,3 afios
desde el inicio de la TARGA hasta la deteccién de MAR (con rango de menos de 1
afio hasta mas de 5 afios).

A pesar de que las pruebas genotipicas para la deteccién de la resistencia a ARV se
implementaron en Cuba en el afio 2009, a los pacientes involucrados en el estudio
no se les pudo realizar el ensayo al momento del diagndéstico y tampoco estudios
secuenciales de los patrones de mutaciones de resistencia para determinar la fecha
de aparicion de dichas mutaciones, elementos que constituyen limitaciones de este
trabajo; sin embargo, el intervalo de tiempo observado entre el inicio de la TARGA
hasta la deteccion de MAR es lo suficientemente breve como para poder inferir que
las mutaciones aparecieron con relativa rapidez. Por otra parte, se trata de
pacientes con buena respuesta inicial al tratamiento, por lo que no se debe
descartar la posibilidad de que algunos individuos se hayan reinfectado con virus
portadores de MAR, como ha sido reportado por otros autores.?®

La mutacidon mas frecuentemente asociada a la resistencia a los IP fue la K43T. Esta
mutacion disminuye la susceptibilidad al atazanavir (ATV/r), por lo que el hallazgo
resulta inesperado debido a que ATV/r, a diferencia del indinavir con ritonavir
(IDV/r), no es un farmaco comunmente utilizado en las primeras estrategias de
TARGA.
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La falta de adherencia a la terapéutica es una de las causas que contribuyen al fallo
de la TARGA.8 En el presente estudio, el 16 % de las muestras analizadas, tomadas
de pacientes con fallo terapéutico, no mostro evidencias de MAR; estas muestras
pertenecen a pacientes que durante el interrogatorio admitieron tener mala
adherencia al tratamiento o en los que el personal de salud detect¢ falla en el
cumplimiento de la terapia, situacion que fue detectada en menor frecuencia y
gravedad en el resto de los individuos. Este fendbmeno podria contribuir a la
aparicion de una variante resistente y al aumento de la resistencia transmitida en
pacientes no tratados y de reciente diagndstico.?*

En conclusiéon, este estudio evidencié altos niveles de resistencia a la combinacion
de TARGA maés frecuentemente indicada a los pacientes con VIH-1 en Cuba, asi
como permitiod detectar la presencia de variantes resistentes poco tiempo después
de iniciada la terapia. Estos resultados enfatizan la necesidad del monitoreo de la
resistencia como parte de la atencién integral a las personas que viven con
VIH/sida.
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