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Epidemiologia de las resistencias genotipicas del VIH-1
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RESUMEN

Se estudi6 la resistencia a los antirretrovirales del VIH-1 en 348 muestras de enfermos remitidas a la Unidad de Biologia Molecular del Servicio
de Microbiologia del Hospital La Fe, desde enero de 2003 hasta julio de 2007. Previa determinacion de la carga viral en plasma, las resisten-
cias se detectaron mediante secuenciacion del gen completo de la proteasa hasta la posicion 3464 del gen de la transcriptasa inversa del VIH-1.
El resultado se analizé en los programas Omiga 1.2 (Oxford Molecular Group) y HIV db program Genotypic Resistance Interpretation Algorithm
Version 4.3.0 (Stanford University). Los inhibidores de la proteasa menos afectados por la presencia de mutaciones que les confieren resis-
tencia fueron el darunavir, el tripanavir y el lopinavir (sensibilidad >80%), y entre los inhibidores de la transcriptasa inversa destacan el teno-
fovir y la lamivudina dentro de los andlogos de nucledsidos (sensibilidad >90%), y el TMC125 entre los no analogos de nucledsidos (sensibi-
lidad >80%).
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Epidemiology of genotypic resistance of HIV-1 in Valencia.
A 4-year study

SUMMARY

HIV resistance to antiretroviral drugs was studied in 348 samples taken from patients at the Molecular Biology Unit of the Microbiology
Department of the Hospital La Fe, from January 2003 to July 2007. Once the viral load in plasma was determined, resistance was detected
using complete gene sequencing for protease up to position 3464 of the HIV-1 reverse transcriptase gene. The results were analyzed using
the Omiga 1.2 (Oxford Molecular Group) and HIV db Genotypic Resistance Interpretation Algorithm Version 4.3.0 (Stanford University) pro-
grams. The drugs least affected by the presence of mutations leading to resistance were the protease inhibitors darunavir, tripanavir and lo-
pinavir (sensitivity >80%), the nucleoside reverse transcriptase inhibitors tenofovir and lamivudine (sensitivity >90%) and the non-nucleoside
reverse transcriptase inhibitor TMIC125 (sensitivity >80%).
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INTRODUCCION

La aparicién de cepas mutantes del virus de la inmuno-
deficiencia humana (VIH) resistentes al tratamiento anti-
rretroviral es un proceso dindmico en el cual las distintas
variantes coexisten en un mismo individuo. Se han detec-
tado mutaciones que confieren resistencia a diversos inhi-
bidores de la transcriptasa inversa y de la proteasa; no obs-
tante, se admite que la baja o moderada prevalencia de las
cuasiespecies mutantes en la fase previa a la terapia antivi-
ral responde a su menor capacidad replicativa respecto a
las variantes silvestres (wild type).

En el seguimiento clinico de los enfermos, la carga vi-
ral plasmatica permite constatar el inicio de un fracaso te-
rapéutico. La deteccion de variantes resistentes nos puede
permitir correlacionar dicho fracaso con los distintos far-
macos administrados y tratar de optimizar el tratamiento.

Varios autores han encontrado una elevada prevalencia
de resistencia a los farmacos antirretrovirales entre los en-
fermos con infeccidén por el VIH en situacién de fracaso vi-
rolégico, aun habiendo recibido tratamiento antirretroviral
de gran actividad (TARGA) (1-4). Se ha demostrado que
existe una estrecha relacion entre la presencia de resisten-
cia y el fracaso terapéutico (5-7). Aunque la actitud gene-
ralmente recomendada ante un paciente con fracaso del
TARGA consiste en cambiar todos los antirretrovirales in-
cluidos en la pauta, no todos los enfermos en que fracasa
presentan resistencia a todos los fadrmacos incluidos en el
esquema de tratamiento. En el caso particular de las pautas
de TARGA con inhibidores de la proteasa, diversos ensa-
yos clinicos han puesto de manifiesto que existen muchos
enfermos en los cuales el fracaso del tratamiento no se
acompafia de resistencia a estos fairmacos.

El conocimiento de los factores que determinan el de-
sarrollo de resistencia a los distintos formacos antirretrovi-
rales podria ser de gran utilidad para comprender los fra-
casos terapéuticos del TARGA, y podria ayudar en la pla-
nificacién de las pautas terapéuticas, a ser posible apoyado
en resultados de cada situacién local (8).

En los dltimos afios se han incorporado nuevos antirre-
trovirales al tratamiento de la infeccién por el VIH. Entre
ellos se encuentran nuevos inhibidores de la proteasa (ata-
zanavir [ATV], darunavir [DRV], fosamprenavir [FPV],
tripanavir [TRV]), andlogos de nucledsidos (emtricitavina
[FTC], tenofovir [TDF]) y no andlogos de nucledsidos
(etravirina [TMC125]), al mismo tiempo que han dejado de
administrarse inhibidores de la proteasa como el amprena-
vir (APV) y el ritonavir (RTV), y el andlogo de nucledsido
zalcitavina (ddC).

Simultdneamente, en los estudios de resistencias geno-
tipicas del VIH-1 también se han ido incorporando las mu-
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taciones en el genoma del virus relacionadas con estos far-
macos (por ejemplo el HIV db program Genotypic Resistance
Interpretation Algorithm Version 4.3.0 Stanford University).

En publicaciones anteriores (9) describimos nuestra ex-
periencia en estudios de resistencias genotipicas del VIH
durante varios afios con una finalidad epidemiolégica. En
el presente trabajo realizamos un nuevo estudio epidemio-
16gico con los datos obtenidos desde el afio 2003, estudian-
do la evolucién de las mutaciones y sus implicaciones en
la respuesta a los tratamientos durante este periodo. Es un
trabajo descriptivo que sélo pretende informar de la tasa de
mutaciones de resistencia en los genes de la proteasa y la
transcriptasa inversa del VIH-1 encontrados en muestras
de enfermos de nuestro medio en los cuatro dltimos afios,
sin entrar en otras consideraciones ni detalles concretos
como la fuente de la infeccién, los datos demograficos, la
evolucion de los enfermos y otros aspectos.

ENFERMOS Y METODOS

Se estudiaron 348 muestras de 254 enfermos remitidas
a la Unidad de Biologia Molecular del Servicio de Micro-
biologia del Hospital La Fe, de Valencia, obtenidas desde
enero de 2003 hasta julio de 2007. Las muestras de sangre,
para obtener el plasma, fueron separadas en un plazo infe-
rior a tres horas desde su extraccion y conservadas en ali-
cuotas a —85 °C. Para confirmar la existencia y cantidad
suficiente de virus, se determiné en todas las muestras la
carga viral mediante el sistema COBAS Ampliprep/COBAS
TagMan HIV-1 Test (Roche Molecular System, Inc., Branch-
burg, NJ, USA), necesitandose de todas ellas, al menos,
1000 copias/ml de RNA del VIH-1 para realizar la prueba
de resistencias. Para la secuenciacion del genoma viral, de
0,5 ml de plasma se extrajeron acidos nucleicos con el mé-
todo Nuclisens® NASBA Diagnostic (BioMérieux, Nether-
lands), y 25 ul de RNA extraido se utilizaron en una RT-
PCR que amplifica el gen completo de la proteasa hasta la
posicién 3464 del gen de la transcriptasa inversa del VIH-
1. La secuenciacion de los productos amplificados se rea-
liz6 utilizando el Thermosequenase Cy5 Dye Terminador
Cycle Sequencing Kit (Amersham Bioscience, England),
realizando la electroforesis de secuenciacién en el secuen-
ciador automdtico ALF Express II (Amersham Bioscience,
England) y el andlisis de las secuencias con los programas
Omiga 1.2 (Oxford Molecular Group) y HIV db program
Genotypic Resistance Interpretation Algorithm Version 4.3.0
(Stanford University).

El algoritmo de Stanford utilizado nos proporciona di-
ferentes grados de resistencia a los antirretrovirales: sensi-
ble, posiblemente baja resistencia, baja resistencia, resis-
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tencia intermedia y alta resistencia. Al igual que en nues-
tras publicaciones anteriores (9), agrupamos las secuencias
catalogadas como sensibles con aquéllas de posiblemente
baja resistencia, las de baja resistencia con las de resistencia
intermedia (intermedio), y en el grupo restante las de alta
resistencia (resistentes). El algoritmo también nos propor-
ciona informacién sobre el subtipo del VIH-1, y relaciona
las mutaciones de la proteasa y la transcriptasa inversa vi-
ral con la resistencia a los antirretrovirales utilizados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Todas las secuencias correspondieron al subtipo B del
VIH-1, excepto una cuyo subtipo fue CRFO2AG, pertene-
ciente a una enferma de Guinea Ecuatorial.

En las Tablas 1 y 2 se recogen los resultados de las fre-
cuencias encontradas para las distintas mutaciones de las
regiones codificantes de la proteasa y la transcriptasa in-
versa del genoma viral en los afios estudiados, asi como la
media aritmética de los porcentajes de cada periodo.

En las Figs. 1 a 3 pueden verse los distintos porcenta-
jes de resistencia distribuidos por tiempo y categoria de
farmacos especificos.

En la region de la proteasa viral, la mutacion primaria
mas frecuente es la I154L/V (20,3%). La mutacion 154V
contribuye a la resistencia frente a cada uno de los inhibi-
dores de la proteasa cuando se presenta con otras mutacio-
nes. La mutacién [54M/L aparece predominantemente en
aislamientos de VIH-1 de enfermos que han recibido trata-
miento con APV y DRV (11). A continuacién, y con una
proporcién muy similar, aparecen las mutaciones M46I/L
(15%), V82A/F/S/T (16,5%) y LOOM (16,9%). Las muta-
ciones en el codén 46 contribuyen a la resistencia a todos
los inhibidores de la proteasa excepto al saquinavir, y se
han informado habitualmente durante la terapia con indi-
navir, ritonavir, amprenavir y nelfinavir (11). La mutacién
V82A/F/S/T reduce la sensibilidad al indinavir, al ritonavir
y al lopinavir; en presencia de otras mutaciones también
reduce la sensibilidad al amprenavir, al nelfinavir, al sa-
quinavir, al atazanavir y al tripanavir. El efecto sobre el da-
runavir no se conoce con certeza. La mutacién V82L emer-
ge durante el tratamiento con tripanavir, reduciendo la sen-
sibilidad a éste. La mutacién L90M produce resistencia al
saquinavir y al nelfinavir; y en presencia de otras mutacio-
nes también afecta a la sensibilidad al indinavir, al ritona-
vir, al amprenavir, al lopinavir, al atazanavir y al tripana-
vir; se desconoce el efecto sobre el darunavir.

Entre las mutaciones secundarias encontradas en la re-
gién de la proteasa destacan la L10I/F/N/V (41,4%) y la
ATIU/T/V (27,2%). La mutacion L10I/F/R/V se asocia con

Tabla 1. Mutaciones primarias y secundarias (en porcentaje) detectadas en la region de la proteasa.

2005 2006 2007 Media

2004

2003

2004 2005 2006 2007 Media Secundarias

2003

Primarias

38,7 39,1 36,4 55,2 41,4

37,8
19,4

L10I/F/N/V

)

6,3

4,7 6,8

3,1

3,1

L24F/N1

19,5 10,9 0 13,5

17,7

K20I/M/R/T/V

L231
L33I/S

18,2

4,2

D30N/S
V32I/L

0,4
1,0
24
0,4
4,5

1,8
1,8
5.4

1,6
15,0

3,1
12,5

32
32

14,3 9,1

23,8

15,3

M46l/L
147A/V

2,2

1,3

M36L/V
K43T

3,0

8,2

1,7

1.8
5,6

10,8

2,1
0,6

20,3

1,6

2

G48A/V/X
150M/V
154L/V
AT1S

11,3

4.4

13,1
21,7

1,3
7.3

32,9

F53L
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8,8
27,2

12,9

L63A/C/H/Q/S
ATIVT/IV
L89V

20,4 15,3 12,2 36,3

17,4

33,5

23,7

243

0,2
35

16,5

0,4

1,8

6,2
14,2

1,7
22

6,2 32
18,8

18,3

G73S/T

9,1

V82A/F/S/T

184V

6,0
43
16,9

9,1

8,2
6,1
20,4

5,1

1,6

6,2
32

16,3

9.1

N88D

9,1

13,6

25

L9OM
193M

0,4
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Figura 1. Sensibilidad del VHI-1 a los farmacos inhibidores de la proteasa: ATV, DRV, FPV, APV, IDV.

resistencia a cada uno de los inhibidores de la proteasa en
presencia de otras mutaciones. La mutacién L10F puede
ser todavia mas significativa porque rara vez aparece en
ausencia de tratamiento con inhibidores de la proteasa. La
mutaciéon A71T/V es un polimorfismo que aparece en el
1% a 2% de los pacientes no tratados, pero que es mucho
mas frecuente en las personas que reciben tratamiento con
inhibidores de la proteasa.

En cuanto a las mutaciones que afectan a los andlogos
de nucledsidos, encontramos que las mas frecuentes son

D67A/E/G/K/N/S/IT/IX (17,1%), M184M/1 (13,5%) y
K70R (10%). La mutacién D67N contribuye con algin
grado de resistencia a todos los andlogos de nucledsidos
excepto a la lamivudina, y a la emtricitavina normalmente
aparece con mutaciones en las posiciones 70 0 215. La mu-
tacion D67E/G aparece en pacientes muy tratados y tiene
un efecto muy similar a la D67N. La mutacién M184V
produce un alto grado de resistencia a la lamivudina y la
emtricitavina, y aparece rapidamente en los enfermos que
la reciben en monoterapia (12). También causa un bajo
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O
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Figura 2. Sensibilidad del VIH-1 a los fa&rmacos inhibidores de la proteasa: LPV, RTV, NFV, SQV, TPV.
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Figura 3. Sensibilidad del VIH-1 a los farmacos inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucledsidos: 3TC, ABC, AZT, D4T.

grado de resistencia in vitro a la didanosina y al abacavir,
y revierte parcialmente el efecto de la mutacién T215Y, la
cual produce resistencia a la zidovudina, el tenofovir y la
estavudina. La mutacién K70R causa bajo grado de resis-
tencia a la zidovudina, y probable resistencia a la estavudi-
na, con muy poco efecto sobre otros andlogos.

Las mutaciones mds frecuentes encontradas que afec-
tan a los no andlogos de nucledsidos son K103E/N/S
(36,8%), GI90A/E/R/S (15,6%) y K101E/H/P/Q (11,1%).
La mutaciéon K103R es la que aparece con mds frecuencia

en los enfermos tratados con inhibidores de la transcriptasa
inversa no andlogos de nucledsidos, produciendo una resis-
tencia entre 20 y 50 veces a todos los disponibles (13).
Desde el aiio 2003, el algoritmo de Stanford ha retirado
de su informacién farmacos como el amprenavir y el rito-
navir, por lo que ya no se indican en los correspondientes
diagramas de barras. A la vez, se han ido incorporando otros
farmacos, expresados en su fecha de aparicién (Figs. 1 a 4).
En cuanto a los inhibidores de la proteasa (Figs. 1y 2),
los farmacos que parecen mas eficaces son el darunavir, el
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Figura 4. Sensibilidad del VIH-1 a los farmacos inhibidores de la transcriptasa inversa anélogos de nucleésidos: DDC, DDI, FTC, TDF.
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Figura 5. Sensibilidad del VIH-1 a los farmacos inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de nucleésidos: DLV, EFV, NVP, TMC125.

tripanavir y el lopinavir, frente a los que encontramos una
elevada proporciéon de virus sensibles (>80%), con una
muy baja tasa de resistentes y en algin caso casi nula. En
el polo opuesto se encuentra el nelfinavir, con la mayor
proporcién de virus resistentes.

En casi todos los farmacos se observa un aumento del
porcentaje de virus sensibles desde 2003 hasta 2007. Es de
destacar que en el afio 2004 se produjo un incremento del
nimero de muestras con virus sensibles, mayor que en
2005, aunque el porcentaje de sensibles de este tltimo afio
sigue siendo mayor que en 2003. Posteriores estudios po-
drian determinar si durante ese afio algiin factor pudiera
explicar estas variaciones.

Por lo que respecta a los andlogos de nucledsidos, el
mads eficaz parece ser el tenofovir con cerca del 90% de vi-
rus sensibles en 2007, seguido por la lamivudina, aunque
con mas casos de alta resistencia, y terminando con la em-
tricitabina (Figs. 3 y 4). El resto de los farmacos presentan
datos similares. También encontramos variaciones seme-
jantes a los inhibidores de la proteasa durante el ano 2004.

Por dltimo, en el grupo de los no andlogos de nucledsi-
dos las resistencias encontradas son muy similares (Fig. 5).
Asi, para los tres mas clasicos (delavirdina, efavirenz y ne-
virapina) encontramos entre un 50% y un 80% de muestras
con virus sensibles, segtn el afio. Destaca la alta tasa de vi-
rus sensibles a la dltima adquisicién del arsenal terapéuti-
co, el TMC125, que l6gicamente no se ha “quemado” to-
davia con el uso. Al igual que ocurria con los inhibidores
de la proteasa y los andlogos de nucledsidos, se observa
una mejora de la sensibilidad desde el afio 2003 en adelan-

te, aunque aqui no se ve el efecto que aparecia en 2004; en
este caso parece que entre los afios 2005 y 2006 la sensibi-
lidad a la nevirapina y al efavirenz practicamente no varia.

Como ya hemos dicho, en este breve trabajo descripti-
vo Unicamente hemos pretendido informar sobre la tasa de
mutaciones de resistencia en los genes de la proteasa y la
transcriptasa inversa del VIH-1 encontrados en muestras
de enfermos de nuestro medio, estudiando la evolucion des-
de el afio 2003 tanto en las mutaciones como en su influen-
cia en el fendmeno de la resistencia o la sensibilidad de los
virus a los farmacos en uso en estos pacientes.
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