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Resistencias del VIH-1
a los antirretrovirales en la Comunidad Valenciana:
mutaciones y sensibilidades

J.M. Molina, J. Cérdoba y M. Gobernado

Servicio de Microbiologia, Hospital Universitario La Fe, Avda. Campanar 21, 46009 Valencia

RESUMEN

Se estudié la resistencia a los antirretrovirales del VIH procedente de 210 muestras de enfermos remitidas a la Unidad de Biologia Molecular
del Servicio de Microbiologia del Hospital La Fe, de Valencia (Espafia), durante los dos Gltimos anos. Previa determinacion de la carga viral
en plasma, las resistencias se detectaron mediante secuenciacion del gen completo de la proteasa hasta la posicién 3464 del gen de la trans-
criptasa inversa del VIH-1. El resultado se analizé en los programas Omiga 1.2 (Oxford Molecular Group) y HR-ASAP 1.0 (Stanford University).
Los inhibidores de la proteasa menos afectados por la presencia de mutaciones que confieren resistencia fueron el amprenavir (actividad
68,96%) y el lopinavir (actividad 70,69%), y entre los inhibidores de la transcriptasa inversa el tenofovir (actividad 94,02%), D4T (actividad
74,62%) y 3TC (actividad 76, 12%). La combinacion terapéutica con mejor actividad, basdndose en las distintas mutaciones, fue la compuesta
por D4T + 3TC + NNRTI. Para justificar la persistencia de viremia con resistencia genotipica relativamente baja a los antirretrovirales hay que
pensar en otras variables, como el cumplimiento del tratamiento y la farmacocinética de los farmacos.
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Resistance of HIV-1 to antiretroviral drugs in Valencia (Spain):
Mutations and susceptibility

SUMMARY

Resistance of HIV to antiretroviral drugs was studied in 210 samples taken in the last two years from patients at the Molecular Biology Unit
of the Microbiology Department of the Hospital La Fe in Valencia, Spain. Once the viral load in plasma was determined, resistance was de-
tected using complete gene sequencing for protease until position 3464 of the HIV-1 inverse transcriptase gene. The results were analyzed
using the programs Omiga 1.2 (Oxford Molecular Group) and HR-ASAP 1.0 (Stanford University). The protease inhibitors the least affected
by the presence of mutations leading to resistance were amprenavir (68.96% activity), and lipinavir (70.69% activity), and of the inverse trans-
criptase inhibitors, tenofovir (94.02% activity), DAT (74.62% activity) and 3TC (76.12% activity). The treatment combination with the greatest
activity, based on the different mutations, was D4T + 3TC + NNRTI. To justify the persistence of viremia with relatively low genotypic re-
sistance to antiretroviral drugs other variables must be considered, such as treatment compliance and the pharmacokinetics of the drugs.
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INTRODUCCION

Para controlar la infeccién por el virus de la inmunode-
ficiencia humana tipo 1 (VIH-1) contamos actualmente con
distintos inhibidores de la transcriptasa inversa del virus:
zidovudina (AZT), didanosina (ddI), zalcitavina (ddC), es-
tavudina (d4T), abacavir (ABC), lamivudina (3TC), teno-
fovir (TDF), efavirenz (EFV), delavirdina (DLV) y nevira-
pina (NVP); y otros inhibidores de la proteasa: amprenavir
(APV), indinavir (IDV), nelfinavir (NFV), ritonavir (RTV),
saquinavir (SQV) y lopinavir (LPV). Estos farmacos, tanto
en monoterapia como en asociacién, suelen producir en los
enfermos un descenso de la cantidad de virus en plasma,
pero la eficacia de la mayoria de los regimenes terapéuticos
solo es parcial. El descenso del niimero de células infectadas
y de cantidad de virus suele ir acompafiado de un aumento
en el nimero de linfocitos CD4+ y de células virgenes, y de
un aumento transitorio, poco importante, de células T de me-
moria (1, 2). Tras varios meses de tratamiento antirretroviral
combinado de gran actividad (TARGA), la cantidad de cé-
lulas funcionales del sistema inmunitario dista mucho de
alcanzar valores normales. Se ha comprobado que a las po-
cas semanas de la instauracion de terapias agresivas se en-
lentece el descenso de la cantidad de virus, lo que sugiere
que existen reservorios estables de células infectadas. Estos
reservorios, poco accesibles para los fairmacos, incluso con
la terapia agresiva, constituyen la principal dificultad para
erradicar el virus (3). De este modo, la incompleta supre-
sién de la replicacion viral genera la aparicion de cepas de
virus con mutaciones que confieren resistencia a uno o mas
farmacos, siendo ésta una de las principales causas del fra-
caso terapéutico.

La aparicién de cepas mutantes resistentes al tratamien-
to es un proceso dindmico, con diversas variantes que co-
existen en un mismo individuo. Se han detectado mutacio-
nes que confieren resistencia a varios inhibidores de la
transcriptasa inversa y de la proteasa; no obstante, se admi-
te que la baja o moderada prevalencia de las cuasiespecies
mutantes, en la fase previa al tratamiento antiviral, respon-
de a su menor capacidad replicativa respecto a las variantes
silvestres.

En el seguimiento clinico de los enfermos, determinar la
cantidad de virus en plasma permite constatar el inicio de un
fracaso terapéutico. La deteccion de variantes resistentes nos
puede permitir correlacionar dicho fracaso con los distintos
farmacos administrados y tratar de optimizar la terapia.

Diversos autores han encontrado una elevada prevalen-
cia de resistencia a los farmacos antirretrovirales entre los
enfermos con infeccién por el VIH en situacion de fracaso
terapéutico, aun habiendo recibido tratamiento antirretrovi-
ral de gran actividad (4-7). Se ha demostrado que existe
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una estrecha relacién entre la presencia de resistencia y el
desarrollo de fracaso terapéutico (8-10). Aunque la actitud
generalmente recomendada ante un paciente con fracaso
del TARGA consiste en cambiar todos los antirretrovirales
incluidos en la pauta terapéutica, no todos los enfermos con
fracaso presentan resistencias a todos los farmacos inclui-
dos en su esquema de tratamiento. En el caso particular de
las pautas TARGA con inhibidores de la proteasa, diversos
ensayos clinicos han puesto de manifiesto que existen mu-
chos enfermos en que el fracaso del tratamiento no se acom-
pafia de resistencia a estos farmacos.

El conocimiento de los factores que determinan el desa-
rrollo de resistencia a los distintos fdrmacos antirretrovira-
les podria ser de gran utilidad para comprender los fracasos
terapéuticos del TARGA, y podria ayudar en la planifica-
cién de las pautas terapéuticas, apoyandose, a ser posible,
en resultados de cada situacion local (11).

El presente estudio es un trabajo descriptivo con el cual
sOlo se pretende informar de la tasa de mutaciones conferi-
doras de resistencia en los genes de la proteasa y la trans-
criptasa inversa del VIH-1 encontrados en muestras de en-
fermos de nuestro medio, sin entrar en otras consideracio-
nes o detalles concretos como la fuente de infeccion, los
datos demograficos, la evolucion de los enfermos y otros,
salvo alguna referencia a tratamientos previos.

ENFERMOS Y METODOS

Se estudiaron muestras procedentes de 210 enfermos
remitidas a la Unidad de Biologia Molecular del Servicio
de Microbiologia del Hospital La Fe (Valencia, Espafia)
durante los dos ultimos afios. Las muestras de plasma fue-
ron separadas en un plazo inferior a tres horas desde su ex-
traccién y conservadas en alicuotas a —85 °C. Para confir-
mar la existencia y cantidad suficiente de virus, en todas las
muestras se determiné la carga viral mediante el sistema
Amplicor HIV Monitor (Roche Molecular Systems, Inc.,
Branchburg, NJ, USA), obteniéndose en todas ellas valores
superiores a 1000 copias/ml. Para la secuenciacién del ge-
noma del VIH-1 se utilizé 1 ml de cada muestra para la ex-
traccién de RNA mediante el método Nuclisens (Organon-
Teknica Ltd., Cambridge, UK). Posteriormente se sometie-
ron a RT-PCR 10 ul del RNA extraido, amplificando el gen
completo de la proteasa hasta la posicion 3464 del gen de
la transcriptasa inversa del VIH-1. La secuenciacién de los
productos amplificados se realiz6 en un secuenciador au-
tomatico ALF Express II (Amersham-Pharmacia), y el ané-
lisis de las secuencias generadas en los programas Omiga
1.2 (Oxford Molecular Group) y HR-ASAP 1.0 (Stanford
University).
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RESULTADOS

El andlisis de las secuencias obtenidas con el programa
Omiga 1.2 (Oxford Molecular Group), contrastadas en la
base de datos HR-ASAP 1.0 (Stanford University), nos pro-
porciona informacion sobre el subtipo del VIH-1, asi como
sobre las mutaciones existentes en la region de la proteasa
y la transcriptasa inversa del virus, relacionandolas con la
sensibilidad a los antirretrovirales inhibidores de la protea-
sa y de la transcriptasa inversa, diferenciando en este ulti-
mo caso entre andlogos de nucledsidos (NRTL: AZT, ddl,
ddC, d4T, ABC, 3TC, TDF) y no andlogos de nucledsidos
(NNRTI: EFV, DLV, NVP). Todas las secuencias obtenidas
correspondieron al subtipo B del VIH-1.

En las Tablas 1 y 2 se recogen los resultados de la dife-
rente frecuencia encontrada en las mutaciones primarias y
secundarias de la proteasa y de la transcriptasa inversa.

La base de dados de la Universidad de Stanford nos pro-
porciona los datos sobre la sensibilidad a los distintos anti-
rretrovirales arriba mencionados, indicando los siguientes
grados de sensibilidad: sensible, posiblemente baja resisten-
cia, baja resistencia, resistencia intermedia y alta resisten-
cia. Nosotros, para mayor facilidad en la interpretacion de
los datos, hemos agrupado estos grados siguiendo otro cri-
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riable en la combinacién. Ademds se calculd la carga viral
media presente para cada tratamiento y el porcentaje de
muestras sensibles y resistentes (resistencia alta y resisten-
cia intermedia) (Tabla 3).

Tabla 1. Mutaciones primarias y secundarias detectadas en
la regién de la proteasa.

Mutaciones en la proteasa

Primarias % Secundarias %
M461/L 8,6 L10I 15,7
D30N 7.4 M36I/L/V 8,2
G48V 6,2 154V 11,9
V82A/1/S 19,8 L63P 26,1
L9OM 4,9 AT1V 9,7
193L 52
115V 8,2
N37S/D 14,9

Tabla 2. Mutaciones primarias y secundarias detectadas en
la regién de la transcriptasa inversa.

Mutaciones en la transcriptasa inversa

terio: agrupamos los sensibles con los posiblemente de bajo Primarias % Secundarias %
grado de resistencia (sensibles), los de baja resistencia con K70R 8.6 M41L 9.0
los de resistencia intermedia (intermedio), y en un grupo L74V/ 7.4 D67N 16,8
distinto los de alta resistencia (resistentes) (Figs. 1, 2 y 3). VISA/M/T 6.2 T69D 2,6
Por otro lado, se estudiaron las asociaciones de antirre- K103N 19.8 L74v 3.9
trovirales utilizadas con mayor frecuencia (d4T + 3TC + Xiggi 33 Iflll(;OSI iz
NNRTI, d4T + ddI + IP/NNRTI y AZT +3TC + IP), con la Q151M 2.5 R83K 6,5
finalidad de ver las sensibilidades y resistencias que presen- Y181C 8,6 K122E 20,6
taban en conjunto. Todas las asociaciones tenian dos firma- Mi84v 19.8 T200A 8.4
cos comunes en todas las muestras, presentando alguna de G190A 25 Q207E 84
. , . T215Y 16,0 R211K 11,0
ellas un tercer firmaco no comun en todas las demas, por lo F214L 9.7
que hemos puesto el grupo al que pertenecia el firmaco va-
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Figura 1. Sensibilidad del VIH-1 a los farmacos inhibidores de la proteasa.
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Figura 2. Sensibilidad del VIH-1a los farmacos NRTI.
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Figura 3. Sensibilidad del VIH-1 a los farmacos NNRTI.

Tabla 3. Carga viral media y sensibilidad/resistencia de las
diferentes combinaciones terapéuticas.

Carga viral media Sensibles Intermedias +

(copias/ml) (%) resistentes (%)
d4T + 3TC + NNRTI 34.800 80,95 19,05
d4T + ddI + (IP/NNRTI) 46.064 69,23 30,77
AZT +3TC + (IP) 48.860 67,85 32,15

DISCUSION

En la region de la proteasa, la mutaciéon primaria que
aparece con mds frecuencia es con diferencia la V82A/I/S
(19,8%). La mutacion V82A/T/F/S aparece predominante-
mente en aislamientos de VIH-1 de enfermos que han reci-
bido tratamiento con indinavir y ritonavir (12, 13). V82A
también aparece en enfermos que han recibido un trata-
miento prolongado con saquinavir, siguiendo la aparicién
de la mutacion G48V (14), presente en nuestro estudio en
un 6,2%. A continuacién y con una proporcién muy simi-
lar aparecen las mutaciones M46I/L y D30N. Las mutacio-
nes en el coddén 46 contribuyen en la resistencia a todos los

inhibidores de la proteasa excepto al saquinavir, y se han
encontrado habitualmente durante la terapia con indinavir,
ritonavir, amprenavir y nelfinavir (13). La mutacién D30N
aparece solamente en enfermos tratados con nelfinavir y
confiere resistencia cruzada con otros inhibidores de la pro-
teasa (15).

Entre las mutaciones secundarias destaca la frecuencia
de L63P, L10I, N37S/D y 154V.

En cuanto a las mutaciones primarias en la transcriptasa
inversa, encontramos que las mds frecuentes son K103N,
M184V y T215Y. La mutacién K103R es la que aparece
con mas frecuencia en los enfermos tratados con NNRTI,
produciendo una resistencia entre 20 y 50 veces a todos los
NNRTI disponibles (16). La mutacion M 184V produce un
alto grado de resistencia a la lamivudina, apareciendo réapi-
damente en enfermos que la reciben en monoterapia (17).
La mutacién T215Y/F se produce por un cambio de dos pa-
res de bases y causa resistencia intermedia a la zidovudina;
aparece en enfermos con doble terapia con NRTI o en los
que recibieron zidovudina como monoterapia (18).

Las resistencias secundarias mds frecuentes en la trans-
criptasa inversa fueron D67N, K122E y R211K.
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En cuanto a los inhibidores de la proteasa, teniendo en
cuenta los resultados de sensibilidad genotipica obtenidos
en el algoritmo de Standford (Fig. 1), se observa que los
mds eficaces son el amprenavir y el lopinavir, con una ele-
vada proporcién de muestras sensibles y una muy baja tasa
de resistencia. En el polo opuesto se encuentran el nelfina-
vir y el indinavir, con menor proporcién de muestras sensi-
bles y mas alta de resistencia. Los grados intermedios de
resistencia son muy similares para todos los fairmacos.

Por lo que respecta a los NRTI, el mds eficaz parece ser
el tenofovir seguido por la estavudina y, en tltimo lugar, la
lamivudina. El resto presenta una actividad muy similar.

Por dltimo, en el grupo de los NNRTI Ia sensibilidad es
muy similar para los tres, siendo ligeramente superior para
el efavirenz.

Como hemos indicado, en este breve trabajo descripti-
vo s6lo hemos pretendido informar de la tasa de mutacio-
nes de resistencia en los genes de la proteasa y la trans-
criptasa inversa del VIH-1 encontrados en muestras de en-
fermos de nuestro medio, en donde la informacion a este
respecto no es muy abundante, dejando para proximos tra-
bajos otras consideraciones como tratamientos previos, evo-
lucién de los enfermos y otros datos, de manera semejante
a estudios previos (18).

Por lo que respecta a las diferentes terapias administra-
das con mayor frecuencia, podemos decir que los datos de
carga viral media obtenidos con las diferentes asociaciones
son muy parecidos (Tabla 3), si bien d4T + 3TC + NNRTI
presenta un valor algo inferior. En cuanto a sensibilidades
y resistencia se refiere, d4T + 3TC + NNRTT parece ser la
asociacion que presenta mejores porcentajes (sensibilidad
del 89,95% y resistencia del 19,05%). Las asociaciones d4T
+ ddI + (IP/NNRTI) y AZT + 3TC + (IP) presentan unos
resultados muy parecidos, tanto en la cantidad media de vi-
rus como en el grado de sensibilidad y resistencia, peores
que los encontrados con d4T + 3TC + NNRTI en ambos ca-
so0s, siendo un poco mejores los datos con d4T + ddI + (IP/
NNRTI) que con AZT + 3TC + (IP). Estos hallazgos coin-
ciden con los datos individuales de resistencia indicados
arriba, segtin los cuales los NNRTT (estavudina y lamivudi-
na) eran los firmacos con mejor sensibilidad, junto con el
tenofovir, siendo este Ultimo variable y poco frecuente en
las asociaciones utilizadas. Vistos los resultados obtenidos,
no parece que la persistencia de virus detectables se deba
s6lo a la aparicion de resistencia a los farmacos, ya que el
grado de resistencia genotipica no parece ser excesivamen-
te alto, y por ello se debe pensar en otros factores, como el
cumplimiento del tratamiento prescripto y quizds la farma-
cocinética, en los que habria que incidir para obtener la de-
saparicién de los virus del plasma de los pacientes tratados,
con lo cual también disminuiria la aparicion de resistencias
genotipicas a los farmacos utilizados.
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