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Resistencia Primaria de VIH en Guerrero Resumen

RESUMEN

Introduccion: La resistencia a Antirretrovirales (ARVS) causa falla al tratamiento en
personas con VIH, pudiéndose transmitir a personas virgenes al tratamiento.
Objetivo: Determinar y comparar la prevalencia de resistencia primaria y secundaria
en RNA de virus libre en plasma y DNA proviral en células mononucleares de sangre
periférica (PBMCs) en personas con VIH de Guerrero. Metodologia: Se secuencio
un segmento de 1.2 kb del gen pol en RNA viral en plasma y DNA proviral en PBMCs
de 37 personas con VIH virgenes a ARVs y 8 con falla virolégica. El andlisis de
resistencia se realiz6 utilizando la base de datos de Stanford
(http://hivdb.stanford.edu). La frecuencia de mutaciones de resistencia en virus de
plasma e integrado en PBMCs fueron comparadas con la prueba no paramétrica de
McNemar. Los subtipos de virus circulantes se determinaron con el programa REGA
(http://dbpartners.stanford.edu/RegaSubtyping/) y mediante andlisis filogenético
(Mega 4.0). Resultados: Mas del 60% de personas virgenes a ARVS presentaron
mutaciones de resistencia en DNA proviral de PBMCs y en RNA viral de plasma. Se
encontro 11% de resistencia primaria en virus integrado en PBMCs y 13.5% en virus
libre en plasma. El analisis de McNemar para observar diferencias entre la suma
general de mutaciones y el compartimento de ubicacion fue estadisticamente
significativa (p=0.04); pero, al estratificar por familias de farmacos éstas perdieron su
significancia (p>0.99). La mayor parte de las mutaciones detectadas fueron menores
y se detectaron principalmente en la region de la proteasa. En personas con falla
terapéutica se observo alta frecuencia de mutaciones mayores en ambos
compartimentos y a las 3 familias de ARVs. El 23% de personas sin tratamiento y
todas las personas con falla terapéutica presentaron discordancia en las mutaciones
de ambos compartimentos, esta discordancia fue observada principalmente en la
region de la proteasa. El andlisis filogenético reveld que el subtipo B es predominante
y que los virus presentes son muy homogéneos entre si. Conclusion: La prevalencia
de resistencia primaria observada en el estado de Guerrero fue elevada en el
contexto nacional y la epidemia parece estar producida por virus altamente
homogéneos de subtipo B; por lo tanto, para el caso particular del estado de
Guerrero, la genotipificacion del VIH antes de iniciar el tratamiento seria
recomendable para una mejor eficacia del tratamiento. Asi mismo, la implementacion
de medidas para mejorar la adherencia e informacién en personas en tratamiento es
recomendable para el mejor control de la transmision de virus resistentes.

PALABRAS CLAVE: Antirretrovirales, resistencia primaria, subtipos de VIH,
Guerrero.
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Resistencia Primaria de VIH en Guerrero Abstract

ABSTRACT

Introduction: Antiretroviral (ARV)-drug resistance causes treatment failure in
persons with HIV and can be transmitted to individuals without previous ARV
treatment. Objective: To determine and compare the frequency of primary and
secondary-drug resistance mutations in plasma viral RNA and peripheral blood
mononuclear cell (PBMC) proviral DNA in HIV-positive patients of the state Guerrero.
Methodology: A segment of approximately 1.2 kb of the pol gene was sequenced
from plasma viral RNA and PBMC proviral DNA in 37 treatment-naive subjects and 8
subjects with treatment failure. ARV drug-resistance mutations were analyzed using
the Stanford Sequence Database (http://hivdb.stanford.edu). Additionally,
phylogenetic analyses, were performed in order to determine HIV-1 subtype. The
frequencies of resistance mutations in free plasma viruses and integrated proviruses
in PBMCs were compared with McNemar non-parametric test. The circulating virus
subtypes were identified with the program REGA
(http://dbpartners.stanford.edu/RegaSubtyping/) and through phylogenetic analysis
(Mega 4.0). Results: More the 60% of the naive subjects had drug-resistance
mutations in PBMC proviral DNA and plasma viral RNA. We found a prevalence of
primary resistance of 11% in PBMC proviral DNA and 13.5% in plasma viral RNA.
The McNemar test to look for differences between the overall frequency of mutations
in both viral compartments was statistically significant (p=0.04); but when stratifying
by ARV drugs family, the significance was lost (p>0.99). Most of the mutations were
minor and their frequency was greater in the protease. In patients with treatment
failure there was a high frequency of drug-resistance mutations in both viral
compartments and for the 3 groups of ARV drugs. 23% of the previously untreated
patients and all patients with treatment failure had discordance in drug resistance
mutations in both viral compartments, this discordance was observed mainly in the
protease. Phylogenetic analyses revealed that subtype B is predominant in Guerrero
and that circulating viruses are very homogeneous. Conclusion: The prevalence of
primary resistance is high in the state of Guerrero in Mexico’s national context and
the HIV epidemic seems to be produced by highly homogeneous, subtype B viruses.
HIV genotyping before ARV treatment initiation could be advisable to guarantee a
better treatment efficacy in HIV patients from Guerrero. Moreover, measures to
improve adherence and information in patients under ARV treatment could be
important to control ARV drug resistant viruses.

KEYWORDS: Antiretrovirals, primary resistance, HIV subtypes, Guerrero.
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Resistencia Primaria de VIH en Guerrero I. Introduccion

I. INTRODUCCION

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) es el agente causal del
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). En 2007, ONUSIDA reporté que
hay en el mundo 33.2 millones de personas viviendo con VIH y registré 2.5 millones
de nuevas infecciones y 2.1 millones de muertes por SIDA.* En México, desde 1983
hasta junio de 2008, se han contabilizado 121,718 casos de infeccion por el virus con
5,316 nuevos casos y 4,653 defunciones por SIDA en el 2007. La tasa de
prevalencia nacional en adultos es de 0.3%. Guerrero ocupa el séptimo lugar en
frecuencia de infecciones por VIH con 4,526 casos acumulados.?

El VIH es un retrovirus que pertenece al género Lentivirus.®> El genoma del
VIH, dos copias de RNA de aproximadamente 9 kb, contiene una region reguladora
no codificante (LTR), tres genes principales (gag, pol y env) y seis genes
accesorios/reguladores (vif, vpu, vpr, tat, rev y nef). El gen pol codifica para tres
enzimas importantes en la replicacion viral: proteasa, transcriptasa reversa (RT) e
integrasa. La RT, enzima con actividad de transcriptasa reversa y RNAsa, tiene baja
fidelidad para incorporar nucleétidos (comete 1-10 errores por genoma en cada ciclo
de replicacion).* Esta caracteristica, junto con la elevada tasa de replicacion del VIH
(mil millones de viriones por dia), la presion selectiva inmunolégica, la presion
terapéutica y los eventos de recombinacion, resultan en una gran variabilidad
genética en el VIH.”> ® Esta capacidad de variacion del VIH representa un gran reto
para el desarrollo de estrategias de control de la epidemia.

De los dos tipos de VIH (VIH-1 y VIH-2), el VIH-1 es mas comun.” El VIH-1 se
ha clasificado en tres grupos: M (major), O (outlier) y N (no M/no O, nuevo).® 7 El
grupo M se divide en 11 subtipos (Al, A2, B, C, D, F1, F2, G, H, J y K), e incluye al
menos 43 Formas Recombinantes Circulantes (CRFs)

(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/ICRFs/CRFs.html) y varias Formas

Recombinantes Unicas (URFs). Los subtipos tienen una variabilidad genética del
25% en env, 20% en pol y 15% en gag.® ® Las CRFs son virus compuestos por dos o
mas subtipos, se presentan en al menos tres personas sin relacion epidemiolégica y

se agrupan de acuerdo a la secuenciacion completa de su genoma. Las URFs son
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Resistencia Primaria de VIH en Guerrero I. Introduccion

virus con estructuras Unicas en mosaico, no presentan diseminacion epidemiolégica
y resultan de la recombinacién de CRFs.> % 1°

El VIH-1 estd diseminado en todo el mundo. Todos sus grupos, subtipos y
varias CRFs se encuentran en Africa. El grupo O es encontrado en el Este de Africa
central y el N en Camerdn (Oeste de Africa ecuatorial), ambos representan el 5% de
las infecciones mundiales. El grupo M es responsable de la pandemia y la
distribucién de los subtipos que lo componen es caracteristica de cada region. El
subtipo C representa el 60% de las infecciones mundiales, concentradas al Este de
Africa y Sur de Asia, seguido por el subtipo A, la CRF02_AG y el subtipo B. Los
subtipos D y A prevalecen en el Este y Centro de Africa, mientras que el F es comdn
en Europa Oriental.> " En América del Sur predomina el subtipo B, seguido por el F,
C, D y varias CRFs.® * ' 2 En México, varios autores reportan al subtipo B como el

Gnico existente,**®

sin embargo, estos estudios carecen de representatividad
nacional. Los datos preliminares (n=639) de un estudio en proceso con
representatividad nacional, indican que el subtipo B en México es muy prevalente
con respecto a otros paises de Ameérica y que la prevalencia de otros subtipos y
formas recombinantes es menor a lo observado en paises sudamericanos y Estados
Unidos.®

Para el tratamiento farmacoldgico de la infeccion por VIH se dispone de cinco
clases de antirretrovirales (ARVS) que actian en puntos especificos del ciclo de
replicacion viral: Inhibidores Analogos de Nucledtidos o Nucledsidos de la
Transcriptasa reversa (NRTIS), Inhibidores no Analogos de Nucleésidos de la
Transcriptasa reversa (NNRTIS), Inhibidores de Proteasa (PIs), Inhibidores de la
Entrada (de fusién y antagonistas de CCR5) y un Inhibidor de Integrasa.!” *® Para
obtener mejores resultados y reducir la aparicion de resistencia se utilizan
combinaciones de farmacos conocidas como Tratamiento Antirretroviral Altamente
Activo (HAART). Un régimen tipico de HAART generalmente incluye tres farmacos:
dos NRTIs y un Pl (potenciado) o un NNRTIL' Algunas personas tratadas con
HAART experimentan fracaso terapéutico debido, principalmente, a la seleccion de
cepas resistentes por la presion que ejerce el uso de los ARVs.'” ?° Desde la

introduccion de la terapia antirretroviral, en 1996 en EUA y entre 1997-1998 en
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México, se ha descrito la transmision de cepas de VIH resistentes a uno o multiples
ARVs. La transmision de cepas resistentes se manifiesta con supresion viral
incompleta, limitandose con esto la magnitud y duracion de la respuesta al
tratamiento.*? % %

La transmision de cepas resistentes en personas no tratadas se conoce como
resistencia primaria, mientras que la resistencia secundaria aparece en la poblacion
viral de un paciente como consecuencia de la exposicion a ARVs. Adicionalmente, la
resistencia cruzada es definida como resistencia a ARVs a los cuales un virus nunca
ha estado expuesto y es el resultado de mutaciones que han sido seleccionadas por
el uso de otros ARVs. Las mutaciones se clasifican como mayores y menores: las
mayores son aquellas que confieren resistencia por si solas; las mutaciones menores
(compensatorias o accesorias) son aquellas que por si solas no confieren resistencia
pero si contribuyen a la misma cuando se asocian con otras mutaciones.*

Estudios sobre resistencia primaria y secundaria en RNA viral en plasma han
reportado datos discordantes y particulares de cada region, observandose que en
paises desarrollados se presentan niveles de resistencia mas altos debido al uso
generalizado y mayor acceso a ARVs. En general, la mayoria de los estudios
concuerdan en que estos niveles de resistencia primaria estan aumentando. En
Inglaterra se ha reportado una prevalencia de resistencia primaria del 14%,%* 9% en
Alemania,”® 10.8% en Estados Unidos** y 7.8% en Canada.?®> En México los estudios
concluyen que hay una baja frecuencia de resistencia primaria.”® ?° Los datos
preliminares de un estudio en proceso con representatividad nacional (n=639) han
mostrado una prevalencia de resistencia primaria de 7.3%.?’ En Brasil, se ha
reportado que la resistencia secundaria es de 91.1% para NRTIs, 58.7% para
NNRTIs y 94.8% para Pls.? Otro estudio reporté que 98% de la poblacién estudiada
presentd mutaciones de resistencia secundaria.*?

La presencia de cepas virales resistentes puede verificarse rutinariamente en
virus libre en plasma, ya que las variantes de virus circulantes son consideradas
representativas de la poblacion viral que escapa de la presion terapéutica. Sin

embargo, el DNA viral integrado (proviral) en células mononucleares de sangre

Claudia Garcia Morales 3



Resistencia Primaria de VIH en Guerrero I. Introduccion

periférica (PBMCs) puede ser un reservorio adicional de variantes de VIH resistentes
a ARVs,* 30

Estudios que evaltan resistencia primaria tanto en DNA proviral en PBMCs
como en RNA viral en plasma, han reportado que las mutaciones encontradas en un
compartimento no siempre concuerdan con las encontradas en el otro.** En México
datos preliminares de un estudio en proceso confirman esa discordancia en las
mutaciones de resistencia encontradas en los dos compartimentos. Varios
polimorfismos Unicos, algunos asociados con resistencia a ARVS se encontraron en
cada uno de los compartimentos en baja frecuencia, siendo estos polimorfismos
anicos, mas frecuentes en el gen RT del compartimento proviral de PBMCs (Avila-
Rios et al., datos no publicados).

Como se puede apreciar, existen reportes sobre prevalencia de mutaciones de
resistencia primaria y distribucion de subtipos de VIH circulantes en la poblacion

mexicana,*> 26

sin embargo, estos reportes son escasos, tienen poca
representatividad nacional, tamafios de muestra reducidos y en ninguno se ha
incluido al estado de Guerrero. Consecuentemente, tampoco existen comparaciones
de prevalencia de resistencia en diversos compartimentos virales con secuencias
obtenidas a nivel regional. Asi, para obtener informacién acerca de la epidemia por
VIH en el estado de Guerrero, en este trabajo se determind la frecuencia de
mutaciones de resistencia primaria y secundaria tanto en RNA de virus en plasma
como en DNA proviral en PBMCs de personas con VIH del estado de Guerrero.
Adicionalmente, se determind el subtipo de VIH circulante en la poblacién
guerrerense, asi como las relaciones filogenéticas de virus presentes en la region.
Los resultados del presente estudio son importantes en el conocimiento a nivel
molecular de la epidemia del VIH/SIDA en el estado de Guerrero, tienen impacto en
el desarrollo de intervenciones para el control de la epidemia a nivel regional y la
optimizacion de la terapia ARV para el mejoramiento de la calidad de vida de las
personas que viven con VIH, asi como para el desarrollo de posibles vacunas

afectivas para los guerrerenses.
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ll. MATERIAL Y METODOS

Poblacion analizada. Se hizo un estudio transversal descriptivo de noviembre
de 2007 a mayo de 2008 en personas con VIH/SIDA del estado de Guerrero que
dieron su consentimiento informado por escrito. Se reclutaron 48 personas, 8 con
falla virolégica/inmunolégica al tratamiento antirretroviral y 40 sin tratamiento. Se
considero falla inmunolégica a un deterioro en el conteo de Linfocitos T CD4+ (T
CD4+) (disminucion de 30% con respecto a la determinacion previa, si esta fue >100
células/uL), o a un deterioro clinico (sindrome de desgaste, infecciones oportunistas
y/o neoplasias asociadas al VIH). Se consider¢ falla virologica a la presencia de un
rebote persistente de CV>1,000 copias/mL en un lapso no mayor de dos meses,
después de haberse presentado supresion viral completa (CV<50 copias/mL) o a la
imposibilidad de alcanzar supresion viral completa después de seis meses de tomar
ARVs. Se excluyeron aquellas muestras de personas con CV<2,000 copias/mL.

Carga Viral y cuenta de CD4+. Los niveles de RNA de VIH-1 en plasma
fueron determinados con el m2000sp (Abbott Molecular, Des Plaines, lllinois, USA)
de acuerdo a las especificaciones del fabricante. El conteo de T CD4+ se hizo por
citometria de flujo fluorescente utilizando un panel de 4 colores con anticuerpos
monoclonales anti-CD3/Isotiocianato de Fluoresceina (FITC) (Pan-Leucocitario), anti-
CD8Ificoeritrina (PE) (T citotoxicos), anti-CD45/Peridinato de clorofila-Proteina
(PerCP) (Marcador de madurez de células T, B y NK) y anti-CD4/Aloficocianina
(APC) (T cooperadores) (Becton Dickinson, San José, CA).

Separacion de plasmay PBMCs. De cada participante se obtuvo muestra de
sangre por puncion venosa en tubos con EDTA. Se separo el plasma centrifugando a
2,500 rpm por 20 min, se alicuotd y almacend a -80°C hasta su procesamiento. Las
PBMCs se separaron mediante centrifugacion por gradiente de densidad con Ficoll-
Hypaque (Lymphoprep, Axis-Shield, Oslo, Noruega) y se criopreservaron a -140°C
en medio de congelacion (10% DMSO, 90% suero fetal bovino), separando 5-
8X10°células como pellet seco para la extraccién de DNA genémico.

Genotipificacion de VIH a partir de virus libre en plasma. Se utilizé el

sistema ViroSeq HIV-1 Genotyping System Kit (Celera Diagnostics, Alameda, CA),
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de acuerdo a las especificaciones del proveedor. Brevemente, se purific6 RNA viral a
partir de 1 mL de plasma por precipitacion con isopropanol y se amplific6 por RT-
PCR un segmento de aproximadamente 1.8 kb del gen pol. Este segmento se utilizd
como molde para secuenciar un fragmento de 1.2 kb que incluye toda la proteasa (99
aa) y 2/3 de la RT (1-335 aa). Se utilizaron siete iniciadores (A, B, C, D, F, Gy H) por
cada muestra para cubrir toda la regiéon del gen pol a analizar con al menos dos
secuencias. Las secuencias fueron obtenidas en un secuenciador ABI PRISM 3100
Genetic Analizer (Applied Biosystems, Foster City, Ca) y ensambladas y editadas
utilizando el software proporcionado por el fabricante.

Genotipificacion de VIH a partir de virus integrado en PBMCs. La
extraccion de DNA gendmico de PBMCs se hizo con el estuche comercial QIAamp
DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Valencia, CA; Cat. No. 51106), de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante. Se realizo una PCR anidada utilizando Platinum
Tag DNA Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA) para amplificar un fragmento del
gen pol viral, incluyendo toda la proteasa y las primeras 335 posiciones de la RT.
Para la primera reaccion se utilizaron los iniciadores externos PR5’OUTER (5°-
CCCTAGGAAAAAGGGCTGTTG-3) y RT3'OUTER (5-
GTTTTCAGATTTTTAAATGGCTCTTG-3’), disefiados previamente en el laboratorio,
con las siguientes condiciones de PCR: 94°C por 3 min, seguido de 35 ciclos de
94°C por 30 s, 60°C por 30 sy 74°C por 2 min y una extension final de 72°C por 5
min, con una concentracion final de 2mM de Mg*™, 0.2 mM de dNTPs, 0.4 mM de
cada iniciador y 20 ng/uL de DNA gendmico. Para la segunda reaccion se transfirid
10% del producto de la primera reaccion como templado; se utilizaron los iniciadores
internos, PR5’ INNER (5’-TGAAAGATTGTACTGAGAGACAGG-3’) y RT3’ INNER (5'-
GGCTCTTGATAAATTTGATATGTCC-3’), también diseflados previamente en el
laboratorio, con las mismas concentraciones finales y condiciones de PCR que en la
primera reaccion, obteniéndose un segmento de 1,525 pb. Los productos de PCR
fueron purificados utilizando el estuche QIAquick PCR Purification (QIAGEN,
Valencia, CA; Cat. No. 28106) de acuerdo a las especificaciones del fabricante,
seguido por la cuantificacion de los mismos mediante electroforesis en gel de

agarosa (Promega, Madison, WI) al 1.5%. Por ultimo, se llevé a cabo la reaccion de
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secuenciacion, siguiendo el procedimiento del kit ViroSeq HIV Genotyping System de
acuerdo a las especificaciones del fabricante.

Analisis de Resistencia. La identificacion de mutaciones de resistencia a
ARVs en DNA proviral de PBMCs y RNA viral de plasma se realizé con el software
ViroSeq HIV-1 Genotyping System v.2. Este software ensambla las siete secuencias
obtenidas en cada muestra en una sola secuencia continua que se compara con la
cepa de referencia HXB2 para determinar las mutaciones de resistencia a farmacos
inhibidores de la proteasa y de la RT. El andlisis de resistencia se hizo utilizando el
algoritmo de la base de datos de Stanford (version 4.3.6: http://hivdb.stanford.edu/)

para verificar la presencia y significado fenotipico de las mutaciones de resistencia.
Este algoritmo se basa en una matriz de resultados de Riesgo Relativo (RR) para
cada combinacion de mutacion-farmaco. Los puntajes de RR por cada mutacion son
sumados para obtener un puntaje total de RR de resistencia a ARVs en el virus
analizado. En este estudio se definieron las categorias: sensible a ARVs (puntaje
total de RR<15), riesgo intermedio (puntaje total de RR=15-29) o alto riesgo de
resistencia (puntaje total de RR= 30). Es importante notar que diferentes mutaciones
en un mismo codon confieren diferente RR, por lo tanto en este estudio se considero
a este tipo de mutaciones como diferentes. Los participantes que no mostraron
ninguna mutacion de resistencia fueron considerados como sensibles a farmacos.
Identificacién de subtipos de VIH y analisis filogenético. Los subtipos de
VIH se identificaron comparando las secuencias obtenidas de virus de plasma e
integrado en PBMCs con secuencias de referencia mediante el programa REGA

(http://www.bioafrica.net/virus-genotype/) y mediante la construccion de arboles

filogenéticos. El andlisis filogenético se realizé por el método de Neighbor-joining con
el modelo Maximum Composite Likelihood y 1,000 replicaciones de bootstrap usando
el programa Mega version 4.

Analisis estadistico. Para el andlisis de resultados se hizo una base de datos
con informacién sociodemogréfica de los participantes. Se obtuvo media y rango
intercuartilo para las variables cuantitativas, para las variables cualitativas se
obtuvieron frecuencias simples y relativas. Para determinar las diferencias entre las

mutaciones en ambos compartimentos se utilizé la prueba de McNemar.
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I1l. RESULTADOS

Se reclutaron 48 personas con infeccion por VIH, de las cuales 40 fueron
virgenes al tratamiento antirretroviral y 8 tenian falla viroldgica y/o inmunoldgica. De
cada participante se obtuvo muestra de sangre periférica de la que se separ6 plasma
y PBMCs. Por cada muestra se realizaron pruebas de cuenta de T CD4+ y Carga
Viral (CV). Tres de los personas sin tratamiento antirretroviral tuvieron CV
indetectable (<50 copias/mL), por lo que se excluyeron del analisis de resistencia y
del analisis de subtipos circulantes. De las 37 muestras de personas sin tratamiento
gue se analizaron, 36 amplificaron en RNA viral de plasma y en DNA proviral de
PBMCs y una so6lo amplific6 en RNA viral de plasma. Las 8 muestras analizadas de
personas en falla terapéutica amplificaron en ambos compartimentos.

La proporcion de hombres/mujeres con VIH en esta poblacion fue de 7:3 en
personas sin tratamiento antirretroviral y de 4:1 en personas con falla virolégica.
Actualmente la proporcion de hombres/mujeres con VIH en México es de
aproximadamente 5:1. La media de edad fue mayor en las personas con fracaso
terapéutico, quienes ademas presentaron cuentas de Ln T CD4+ mas bajos y CV
mas elevados, comparados con los personas sin tratamiento (cuadro 1). Mas del
70% de las personas virgenes a tratamiento ARV se encontraba en la etapa tardia de

la infeccion (CD4+ <500 células/ yL) (datos no mostrados).

Cuadro 1: Principales caracteristicas de la poblacion estudiada.

Caracteristicas Sin Tratamiento  Con Falla al Tratamiento
No. de personas 37 8
Edad (afios)

e Media 334 52.0

e Rango 19-63 32 -65
Sexo (%)

e  Masculino 73 85.71

e  Femenino 27 14.28
Cuenta de CD4+ (células/pL)

e Media 372.27 278.95

e Rango 13-918 108 - 520
Carga Viral (copias/mL)

e Media 117,147.12 180,494

* Rango <50 - >1,000,000 2,360 - >1,000,000
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Resistencia primaria.

Se observé un riesgo intermedio/alto de presentar resistencia primaria
(RR>15) a al menos una familia de ARVs en 11% de los participantes al analizar las
secuencias provirales de PBMCs y en 13.5% al analizar secuencias de virus libre en
plasma. El 2.7% de los participantes tuvieron resistencia a al menos dos familias de
ARVs en RNA viral de plasma, mientras que ningun participante mostro resistencia a
dos familias de ARVs en DNA proviral de PBMCs (cuadro 2).

Cuadro 2: Porcentaje de personas sin tratamiento que mostraron resistencia a familias de
farmacos en DNA proviral de PBMCs y RNA viral de plasma.

Resistencia por familia de farmacos* DNA Proviral de PBMC, n (%) RNA Viral de Plasma, n (%)

A al menos 1 grupo de ARV 4(11.1) 5(13.5)
e PIs 0 1(2.7)
e NRTIs 3(8.3) 3(8.3)
e NNRTIs 1(2.7) 2(5.4)

A al menos 2 grupo de ARVs 0 1(2.7)
e PIs+NRTIs 0 1(2.7)
e PIs+NNRTIs 0 0
e NRTIs+NNRTIS 0 0

A 3 grupos de ARVs 0 0
e  PIs+NRTIs+NNRTIs 0 0

* RR >15 para cualquier farmaco.

Al determinar la frecuencia de mutaciones de resistencia primaria a ARVs en
el gen pol, se observo que 61% de los participantes tuvieron al menos una mutacién
(menor o mayor) de resistencia en DNA proviral de PBMCs y 66% en RNA viral de
plasma, mientras que 11.1% tuvieron mutaciones mayores en DNA proviral de
PBMCs y 13.5% en RNA viral de plasma. La diferencia entre la suma general de
todas las mutaciones (menores o mayores) en DNA proviral de PBMCs y RNA viral
de plasma de todos los pacientes fue estadisticamente significativa (p= 0.04), sin
embargo, al estratifar por mutaciones (menores+mayores), mutaciones mayores y
por familia de farmacos en cada compartimento, las diferencias no fueron
estadisticamente significativas. La frecuencia de mutaciones fue mayor para Pls y
menor para NNRTIs tanto en DNA proviral de PBMCs como en RNA viral de plasma

(figura 1).
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Figura 1. Personas virgenes al tratamiento antirretroviral que presentaron mutaciones de resistencia
mayores o menores y por familia de ARVs en DNA proviral de PBMCs y RNA viral de plasma. Los
valores de p se obtuvieron con la prueba no paramétrica de McNemar y se considerd un valor p<0.005
como estadisticamente significativo. Pls, Inhibidores de Proteasa; NRTIs, Inhibidores Anélogos de
Nucledsidos de la Transcriptasa reversa; NNRTIs, Inhibidores no Analogos de Nucledsidos de la
Transcriptasa reversa. "Mutaciones con RR<15.

En la proteasa se identificaron 6 mutaciones de resistencia, una de las cuales
se encontro exclusivamente en DNA proviral de PBMCs y una exclusivamente en
RNA viral de plasma. La mutacion mas frecuente en virus de plasma fue A71V y en
provirus A71V y A71T y la uUnica mutacion mayor fue M46l (figura 2). En la
transcriptasa reversa se encontraron 6 mutaciones para NRTIs, una exclusivamente
en RNA viral de plasma. La mutacion mas frecuente fue V118l en ambos
compartimentos. Tres mutaciones fueron mayores (M41L, T6ON y T215L) (figura 2).
A NNRTIs se detectaron cinco mutaciones diferentes, dos se observaron
exclusivamente en DNA proviral de PBMCs y una exclusivamente en RNA viral. La
mutacion mas frecuente en ambos compartimentos fue K103R. Tres de las

mutaciones identificadas son mayores K101E, K103N y V179D (figura 2).

Claudia Garcia Morales 10



Resistencia Primaria de VIH en Guerrero 111. Resultados

5
S 25
g
o 20 A
o
S8
S ©15 1
S

c
O +
o v

@
mws_ m
©

o
c
o
1%} O_
—
(O]

—_ —_ — - —_ —_ - w — w w o a o
P S| R|¢|2|g|2|g|g | &8|85 2| 8 8/ g/ 85|88
L s |2 |s|/%/<|3|e|lz ]| 8| @/ 8181 2|52
© — 5 £ i > = — o > g :xi *> o
o
Pls NRTIs NNRTIs

Posicion de las Mutaciones de Resistencia a Antirretrovirales
B PROVIRAL n=36 B PLASMA n=37

Figura 2. Mutaciones de Resistencia a inhibidores de proteasa (Pls), inhibidores analogos de
nucleosidos de la transcriptasa inversa (NRTIs) y a Inhibidores no analogos de nucleésidos de la
Transcriptasa reversa (NNRTIS) en personas virgenes al tratamiento en DNA proviral de PBMCs y
RNA viral de plasma.*Mutaciones mayores

Resistencia secundaria.

En resistencia secundaria, las ocho personas tuvieron mutaciones mayores de
resistencia en RNA viral de plasma y en DNA proviral de PBMCs. La diferencia en
frecuencia general de mutaciones en DNA proviral de PBMCs y RNA viral de plasma
fue estadisticamente significativa (p=0.00008). Cuando se evaluo la resistencia por
familia de farmacos se observé que hubo mayor resistencia a Pls y NNRTIs en RNA
viral de plasma. Al combinar dos familias de farmacos se noté que en todas las
combinaciones (PIs+NRTIs, PIs+NNRTIs y NRTIs+NNRTIs) hubo también mayor

resistencia en RNA viral de plasma (cuadro 3).

Cuadro 3: Personas con falla al tratamiento qgue mostraron resistencia a Farmacos en DNA
proviral de PBMCs y RNA viral de plasma

Resistencia por familia de fairmacos* DNA proviral de PBMCs, n (%) RNA viral de plasma, n (%)

A al menos 1 grupo de ARV 7 (88) 8(100)
e PIs 5(63) 6 (75)
e NRTIs 7 (88) 7 (88)
e NNRTIs 4 (50) 5(63)
A al menos 2 grupo de ARVs 7 (88) 7 (88)
e PIs+NRTIs 5(63) 6 (75)
e  PIs+NNRTIs 2(25) 4 (50)
e  NRTIs+NNRTIS 4 (50) 5(63)
A 3 grupos de ARVs 2 (25) 2 (25)
e PIs+NRTIs+NNRTIs 2 (25) 2 (25)

* RR>15 para cualquier farmaco
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Se identificaron 26 mutaciones de resistencia a Pls, de las cuales cinco se
detectaron exclusivamente en RNA viral de plasma y cinco exclusivamente en DNA
proviral de PBMCs. La mitad de las mutaciones encontradas fueron mayores. Las
mutaciones menores mas frecuentes en RNA viral de plasma fueron L10V, A71V y
A74P y la mutacién mayor L90M en mas del 60% de los participantes. En DNA
proviral de PBMCs la mutacion menor mas frecuente fue A71V y la mutacion mayor
L90M en 50% de los participantes (figura 3a).
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Figura 3. Mutaciones de resistencia en DNA proviral de PBMCs y RNA viral de
plasma en personas con fracaso terapéutico. *Mutaciones mayores
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Se encontraron 24 Mutaciones de resistencia a NRTIs, de las cuales cinco
estuvieron exclusivamente en DNA proviral de PBMCs y cinco exclusivamente en
RNA viral de plasma. Las mutaciones mas frecuentes en RNA viral de plasma fueron
las mutaciones mayores D67N y M184V y en DNA proviral de PBMCs M184V, cada
una estuvo presente en el 50% de los participantes (Figura 3b).

En los NNRTIs se encontraron siete mutaciones de resistencia, tres de las
cuales estuvieron exclusivamente en DNA proviral de PBMCs. Las mutaciones de
resistencia encontradas para NNRTIs fueron mayores. La mutacion mas frecuente en
ambos compartimentos fue K103N, la cual se encontrd en 37.5% de los participantes
en DNA proviral de PBMCs y en 50% de los participantes en RNA viral de plasma
(Figura 3c). Esto indica que estas personas han tomado al menos uno de tres
NNRTIs (DVL, EFV o NVP), ya que K103N es seleccionada por cualquiera de estos
farmacos y disminuye la susceptibilidad a los tres.

En el analisis de resistencia secundaria individual de cada paciente se observo
gue los grupos de farmacos a los cuales se presento resistencia fueron aquellos a los
gue habian sido expuestos previamente. Los farmacos mas utilizados fueron los

NRTIs y fue hacia los que se observo mayor resistencia (cuadro 4).

Cuadro 4. Farmacos en uso durante la falla al tratamiento y resistencia genotipica
identificada en virus libre en plasma de personas con falla.

Personas Fecha de inicio Farmacos en uso Esquemas Resistencia identificada
de tratamiento durante la falla antes de falla a farmacos
001-Tx-JLJ]M 10/2003 4NRTIs 2 PIs+NRTIs
002-Tx-ARE 03/2005 2NRTIs+1NNRTI 1 NRTIs+NNRTIs
003-Tx-ASC 03/1999 2NRTIs+2PIs 2 PIs+NRTIs
004-Tx-PJRV 03/2002 3PIs+1NNRTI 3 NRTIs+NNRTIs
005-Tx-FAC 05/2001 3PIs 2 NRTIs+NNRTIs+PIs
006-Tx-EAMC 01/1999 2NRTIs+1PI 5 PIs+NRTIs+NNRTIs
007-Tx-JVD 11/1998 2NRTIs+3PIs 3 PIs+NRTIs
008-TX-AGL 09/2006 4NRTIs 1 PIs+NRTIs+NNRTIs

Pls, Inhibidores de Proteasa; NRTIs, Inhibidores Analogos de Nucledsidos de la Transcriptasa
reversa; NNRTIs, Inhibidores no Analogos de Nucledsidos de la Transcriptasa reversa.
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Comparacion de mutaciones de resistencia en virus libre en plasma e integrado
en PBMCs.

Cuando se analiz¢ la discordancia de mutaciones en DNA proviral de PBMCs
y RNA viral de plasma, se observo que el 23% de las personas virgenes a ARVSs, que
amplificaron la secuencia de interés en ambos compartimentos, presentaron
discordancia; mientras que en las personas con falla, esta discordancia se observo
en el 100% de los participantes. En ambos grupos se encontr6 mayor nimero de
mutaciones discordantes en RNA viral de plasma y esta discordancia fue mayor en la
region de la proteasa. En personas con falla virol6gica/terapéutica se observé mayor
numero de mutaciones en RNA de plasma, pudieron observarse también mutaciones
que solo se encontraron en DNA proviral en PBMCs, principalmente en la region de

la proteasa (cuadro 5).

Cuadro 5: Personas sin tratamiento antirretroviral previo y con falla que mostraron
discordancia de mutaciones en DNA proviral de PBMCs y RNA viral de plasma.

Mutaciones*

DNA Proviral de PBMCs RNA viral de Plasma

Clave Proteasa Transcriptasa reversa Proteasa Transcriptasa reversa
Personas sin Tratamiento
013-DLA A71V - A7V G333E
016-LRM A71T - ATLT K103N
018-EGZ - - - G333E
021-RGE L10lI T215L L10l, M46l T215L
028-SCFR - - A71V -
032-DPMS A71V V118l A71V V118l, K103R

Personas con Falla

KB5R, T6IN, K7OW, K65R, K70N, M184V,

002-TX-ARE ; Q151PR, M184V, K219R, -
RN e K219R, K103N, Y181C
003-Tx-ASC 184V, A71V - 184V, Lgo'\T"% 4LP10" ATLV, M184V
M184V, K101HQ,
004-Tx-PJRV - Y188FL, G190A - -
VEoA. 180y MAGL, G4BA, 154V, D67N, T69N, F116FY,
005-Tx-FAC £ 190V De7N, T2155,K108N V2T, 184V, L10V, 1241,  V118I, T215DGHR,
L33F, K43T, A71V. T74P  G333E, L1001, K103N
L90M, MAGL. 154V, V82A, M41L. E44D, D67N,
008-Tx-AGL ATIAV, M“'-'TE;"I"SDS\'(-Z”W* LOOM, L101, L24F, L33F,  L74V, V118, M184V,
T74TP F53L, A71V, T74P L210W, T215Y, K103IT

* Azul: mutaciones encontradas exclusivamente en DNA proviral de PBMCs. Rojo: mutaciones
encontradas exclusivamente en RNA viral de plasma. Verde: mutaciones encontradas en ambos
compartimentos pero con diferente cambio de aminoacido.
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Al hacer el analisis de distribucidén de resistencia por grupos de farmacos, las
personas sin tratamiento tuvieron menor resistencia a Pls en DNA proviral de PBMCs
y mayor resistencia a NNRTIs en RNA viral de plasma, mientras que las personas
con fracaso terapéutico tuvieron menor resistencia a PIs en DNA proviral de PBMCs

y mayor a NRTIs en RNA viral de plasma (cuadro 6).

Cuadro 6: Distribucion de resistencia a antirretrovirales en personas sin tratamiento y en
personas con fracaso terapéutico.

Personas sin tratamiento Personas con fracaso terapéutico
Proviral Plasma Proviral Plasma
n=36 n=37 n=8 n=8
L =} 2 [=} 2 [=} 2 [=}
Nivel de Resistencia® g g Z g g Z g g Z g g Z
» = » = » = » =
Atazanavir (ATV) 36 - - 36 1 - 2 3 3 2 1 5
Duranavir (DRV) 36 - - 37 - - 5 1 2 3 1 4
Fosamprenavir (FPV) 36 - - 37 - - 2 2 4 2 1 5
Pls Indinavir (IDV) 36 - - 37 - - 2 3 3 2 1 5
Lopinavir (LPV) 36 - - 37 - - 3 2 3 2 2 4
Nelfinavir (NFV) 35 1 - 35 2 - 8 - - 2 - 6
Saquinavir (SQV) 36 - - 37 - - 8 - - - - 6
Tipranavir (TPV) 36 - - 37 - 3 2 3 1 - 5
Lamivudina (3TC) 36 - - 37 - - 3 1 4 2 1 5
Abacavir (ABC) 35 1 - 36 1 - 2 1 5 2 - 6
Zidovudina (AZT) 33 2 1 34 2 1 8 - - 2 - 6
NRTIs  Estavudina (d4T) 33 2 1 34 2 1 8 - - 2 - 6
Didanosina (ddl) 34 2 - 35 2 - 2 1 5 2 - 6
Emtricitabina (FTC) 36 - - 37 - - 3 1 4 2 1 5
Tenofovir (TDF) 35 1 - 36 1 - 2 1 5 2 - 6
Delavirdina (DLV) 35 - 1 35 - 2 4 - 4 4 - 4
Efavirenz (EFV) 35 1 - 35 1 1 4 - 4 4 - 4
NNRTIs Etravirina (ETR) 35 1 - 36 1 - 5 3 5 - 3
Nevirapina (NVP) 35 - 1 35 - 2 4 - 4 4 - 4

*El nivel de Resistencia fue medido como: Susceptible (RR>15), Intermedio (RR=15-29) y Alto
(RR<30).

Subtipificacion del VIH.

Cuando se determiné el subtipo de VIH circulante en la poblacién en las 37
personas sin tratamiento antirretroviral y en las 8 personas con falla al tratamiento,
Unicamente se identificd al subtipo B.

El andlisis filogenético se realiz6 comparando las secuencias de las 37
personas virgenes al tratamiento y las 8 personas con falla al tratamiento
antirretroviral, incluyendo tres cepas de referencia del subtipo B: HXB2, una cepa de
Brasil (AY173956) y una de Estados Unidos (AB078005). Se observé un grupo
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flogenético bien definido para todas las secuencias de Guerrero, las cuales se
agruparon con las secuencias consenso B. Las secuencias de referencia de otros
subtipos del grupo M (A1, A2, C, D, F1, F2, G, H, J y K) y una secuencia de
referencia del Virus de la Inmunodeficiencia del Simio (SIV) formaron una rama
separada del cluster de secuencias de Guerrero (figura 4). Todas las secuencias de
referencia para este analisis fueron obtenidas de la Base de Datos de Los Alamos
(2008).
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Guerrero. Las secuencias de 1302 nucleétidos del gel pol de personas con VIH del estado de
Guerrero (Circulo azul) fueron comparadas con secuencias de referencia del subtipo B (HXB2, Brasil
y USA,; flechas rojas), con los otros subtipos del grupo M (A1, A2, C, D, F1, F2, G, H, Jy K; circulo
verde) y una secuencia del Virus de la Inmunodeficiencia del Simio (SIV), utilizando el programa
MEGA4 con método de Neighbor-Joining y el modelo Maximum Composite Likelihood, el bootstrap del
arbol fue inferido de 1,000 réplicas. Todas las secuencias de referencia fueron obtenidas de la base
de los Alamos (2008).
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IV. DISCUSION

De los 40 participantes virgenes al tratamiento reclutados, tres tuvieron CV
<2,000 copias/mL, y podria tratarse de una situacion de buen pronéstico para las
personas; sin embargo, debe considerarse este resultado con cierta reserva porque
las muestras fueron analizadas aproximadamente 24 horas después de obtenidas,
por lo que no se descarta la posibilidad de que el RNA viral se haya degradado
durante el transporte y por lo tanto la CV pudo haber disminuido. Por otro lado, el que
una de las muestras haya amplificado sélo en RNA viral de plasma puede explicarse
en el sentido de la gran variabilidad del VIH, cuya secuencia del sitio de unién de
iniciadores en el provirus pudo estar modificado y por lo tanto no hay amplificacion,
aun con CV alta.

La eleccion del primer esquema de tratamiento para las personas con VIH es
decisiva para producir una buena y duradera respuesta contra el virus, por esta razon
es importante considerar la posibilidad de la existencia de cepas de VIH resistentes a
los farmacos.*! El resultado de prevalencia de mutaciones mayores en RNA viral de
plasma (13.5%) de nuestro estudio es menor a lo reportado por Escoto-Delgadillo et
al., en 2005 en Jalisco, quien reporta que la prevalencia de mutaciones mayores es
del 16%, sin embargo, existen diferencias metodolégicas y definiciones de
resistencia entre su estudio y el nuestro.*

En otros estudios de prevalencia de resistencia primaria en México, como el
de Valle-Bahena et al., se reporta baja prevalencia (3%) de mutaciones mayores?®;
sin embargo, ellos analizan regiones del gen pol amplificando por pequefios
segmentos, excluyendo asi regiones donde puede haber mutaciones de resistencia,
mientras que en este estudio hicimos la amplificacién del gen en un solo segmento.

Los datos preliminares de otro estudio en proceso con 639 participantes de
diferentes puntos de México y que es comparable con el presente estudio por utilizar
las mismas definiciones de mutaciones de resistencia y misma metodologia, ha
encontrado que la prevalencia de resistencia en virus de plasma es de 7.3%, un
valor menor que el nuestro, aunque hay que considerar que el numero de

participantes virgenes al tratamiento en nuestra cohorte es reducido (n=37). Es
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posible que la frecuencia de resistencia en Guerrero sea mayor que en otras areas
de la Republica.

En diversos paises se han reportado diferentes prevalencias de resistencia
primaria. En el Reino Unido, la prevalencia de resistencia genotipica en el 2003 fue
del 14%,%* un resultado similar a lo encontrado en nuestro estudio (13.5%) y que
ademas utiliza la misma definicibn de mutaciones de resistencia que nosotros; sin
embargo, habrd que considerar que ambos estudios se han realizado con cinco afios
de diferencia, por lo que podemos asumir que en este momento la prevalencia de
resistencia en Inglaterra puede ser mayor, debido al uso generalizado de los ARVs,
comparado con Guerrero dénde el uso de ARVs es reciente.

En Estados Unidos, un estudio similar al nuestro publicado en 2005 reportd
una prevalencia de resistencia primaria genotipica de 10.8%,% un valor menor a lo
encontrado en nuestro estudio; sin embargo, el periodo de enrolamiento de
participantes fue de 1999-2003, mientras que en el nuestro fue de 2007-2008, por lo
gue es posible que la prevalencia actual de resistencia primaria en Estados Unidos
haya aumentado al generalizarse el uso de la terapia antirretroviral. Otro estudio en
Estados Unidos, en 2005 reporta 8% de resistencia primaria fenotipica y 10% de
resistencia primaria genotipica,* en Alemania en el 2005 se reporté una prevalencia
genotipica de 9%* y en Canada un estudio que enrolé participantes hasta 1999
reportd en 2003 una prevalencia de resistencia genotipica de 7.8%, *° sin embargo
estos estudios no son totalmente comparables entre si, ni con el nuestro, por las
diferencias en la definicion de resistencia y en la metodologia utilizada.

La relevancia que tiene el incremento en la prevalencia de cepas virales
seleccionadas con mutaciones de resistencia como consecuencia del uso de los
ARVs es una realidad que debe ser valorada en su justa dimension, tanto por la
evidencia de transmision de resistencia primaria, con la subsecuente reduccion del
éxito terapéutico,'® como por el uso confiado de los esquemas de ARV tradicionales.

La comparacion de prevalencia de mutaciones de resistencia primaria y
secundaria en RNA viral de plasma y DNA proviral de PBMCs en nuestro estudio
mostré datos discordantes, tanto en mutaciones observadas como en frecuencia de

las mismas en los dos compartimentos. Nosotros esperabamos encontrar mayor
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prevalencia de mutaciones de resistencia primaria en DNA proviral de PBMCs en
virtud de que se ha reportado que éste compartimento puede servir como reservorio
de mutaciones de resistencia que representan una desventaja en la aptitud
replicativa para los virus que las presentan en ausencia del farmaco ARV selector.?®
% Se sabe que varias mutaciones de resistencia a ARVs disminuyen la capacidad
replicativa del VIH y es por esto que los virus con mutaciones de resistencia pueden
guedar almacenados como DNA proviral en las células sin expresarse como virus en
replicacion activa. Se sabe también que algunas mutaciones de resistencia en los
virus resistentes transmitidos tienden a revertir al no estar bajo presion terapéutica.
Asi mismo, virus con mutaciones de resistencia pueden recuperar parcialmente su
capacidad de replicacion al acumular mutaciones diferentes a las que confieren
resistencia a fArmacos (compensatorias).*®* A pesar de esto, nuestros hallazgos
refieren una mayor resistencia primaria en RNA viral de plasma que en DNA proviral
de PBMCs (13.5% contra 11.1%), posiblemente porque que las mutaciones
encontradas en plasma no implican costos elevados en la capacidad replicativa del
VIH o a que han aparecido mutaciones adicionales que compensan la pérdida de la
capacidad replicativa del virus. En general, no encontramos en RNA viral de plasma
mutaciones con alto costo para la capacidad replicativa como K65R, M184V, T215Y
y D67Y.%

Una mutacién de resistencia en RNA viral de plasma, encontrada en 6.3% de
los participantes fue K103N, la cual confiere resistencia cruzada a la familia de los
NNRTIs y cuyo costo en la capacidad replicativa viral se sabe que es bajo (6.2%).*
En este sentido, la baja barrera genética existente para la apariciéon de resistencia a
través de esta mutacion, asi como su bajo impacto en la capacidad replicativa viral y
el uso frecuente de efavirenz, uno de los NNRTIS, en la terapia ARV en Guerrero,
podrian facilitar su aparicién y permanencia en personas que adquieren la infeccién a
partir de individuos con tratamiento ARV.

Una posible explicacion de la discordancia observada entre las mutaciones de
resistencia en virus libre en plasma e integrado en PBMCs podria ser la
compartamentalizacion del VIH en las personas con la infeccion. Se ha reportado

que los virus de diferentes compartimentos en un mismo individuo presentan
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variabilidad entre si.* Asi, virus provenientes de otros compartimentos como nédulos
linfaticos o tejidos linfoides asociados a mucosas, caracterizados por ambientes
selectivos particulares, podrian presentarse como virus libre en plasma, mostrando
diferencias en las mutaciones con respecto al reservorio viral integrado en PBMCs.

Otro factor importante de la discordancia en la presencia de mutaciones en
ambos compartimentos son los linfocitos T citotoxicos (CTLs), los cuales eliminan a
las células infectadas por VIH al reconocer epitopos virales especificos presentados
en el contexto del Antigeno Leucocitario Humano clase | (HLA-I).*® Existe la
posibilidad de que debido a la presion selectiva impuesta por los CTLs, se estén
seleccionando mutaciones de escape inmune en sitios también asociados a
resistencia a farmacos ARVs (dobles mutantes) en diferentes compartimentos
virales.*® De este modo, alin en personas virgenes al tratamiento ARV, estas
mutaciones podrian observarse en virus libres en plasma sin verse reflejados en el
compartimiento proviral de PBMCs.

La resistencia secundaria en la poblacion estudiada es muy elevada en DNA
proviral de PBMCs y RNA viral de plasma. Esto debido posiblemente a que en las
personas con tratamiento, ya se han seleccionado cepas resistentes que escapan al
régimen terapéutico y que son mantenidas por la presion selectiva constante de los
ARVs, reflejandose por esta razon en ambos compartimentos. Nuestros resultados
son similares a los reportados en otras poblaciones, donde han encontrado que la
resistencia secundaria en personas que estan fallando al tratamiento es de 91%-
98%.%% 2% 8 En Jos NRTIs y NNRTIs las mutaciones més frecuentes fueron mayores.
El hecho de que en todos los casos los puntajes totales de RR de resistencia fueron
altos (>30) explica virolégicamente la falla clinica/inmunoldégica observada en los
participantes. Ademas, fue interesante observar que los grupos de farmacos a los
gue se presentaba resistencia fueron precisamente los utilizados antes de fallar al
tratamiento, demostrando claramente que el uso de estos farmacos propicid la
seleccion de mutantes resistentes.

El presente estudio mostr6 que el subtipo de VIH de mayor prevalencia en
nuestra cohorte de participantes de Guerrero es el B, mismo que diversos autores

han reportado como dominante en estudios previos realizados en México.™® ** En

Claudia Garcia Morales 20



Resistencia Primaria de VIH en Guerrero VI. Discusion

contraste, la existencia de subtipos como el C, F, formas recombinantes B/F,
CRF_02AG vy otras recombinantes menos frecuentes ademas del subtipo B, han sido
reportadas en Brasil'? y otros paises de América del sur.'’ Nuestros datos muestran
una epidemia altamente homogénea a pesar de los complejos flujos migratorios de la
poblacion; sin embargo, considerando el tamafio de muestra del presente estudio, la
presencia de otros subtipos y formas recombinantes en Guerrero aun no puede
descartarse. Nuestro hallazgo en la poblacion guerrerense sugiere que la adquisicion
de la infeccion se da localmente, dada la homogeneidad que presentan las
secuencias al hacer el analisis filogenético, tanto en personas sin tratamiento como
en personas con falla al tratamiento con ARVSs.

Este estudio es uno de los primeros que reporta datos sobre la prevalencia de
resistencia primaria y epidemiologia molecular del VIH en Guerrero. Sin embargo,
una de las limitantes del mismo es el tamafo de muestra, por lo tanto, sugerimos
ampliar el presente estudio para obtener una cohorte mayor que permita sacar
conclusiones mas robustas que nos permitan determinar si la tendencia de aumento
en la frecuencia de resistencia primaria en el estado, con respecto al promedio
nacional es real y que ademas nos guien para la toma de decisiones en salud publica
para un mejor diagnaostico, seguimiento y prevencion de la infeccion, asi como para
optimizar las opciones de tratamiento y calidad de vida de las personas que viven
con VIH. Mas aun, un conocimiento sélido de la epidemia a nivel regional nos podria
guiar para pensar en el desarrollo de una vacuna que funcione a nivel regional.

En este estudio se ha demostrado que la prevalencia de resistencia primaria
en el estado de Guerrero es elevada (13.5% en RNA viral de plasma y 11% en DNA
proviral de PBMCs) en comparacién con otros estados del pais y con otros paises en
vias de desarrollo. No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
las frecuencias de mutaciones de resistencia encontradas en DNA proviral de
PBMCs y RNA viral de plasma, siendo por lo tanto, igualmente util el uso de plasma
o PBMCs de personas con VIH para realizar pruebas de resistencia a ARVs. La
epidemia en Guerrero parece estar producida por virus altamente homogéneos de
subtipo B, de manera similar a lo observado en otras regiones del pais. A diferencia

de otras regiones del continente, la frecuencia de otros subtipos y formas
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recombinantes parece ser muy baja. Nuestros resultados sefialan la importancia de
hacer intervenciones para mejorar la adherencia al tratamiento, asi como para
mejorar la informacion entre las personas en tratamiento para asi reducir la
transmision de cepas resistentes a nivel regional. Ademas, la realizacion de pruebas
de resistencia previas al inicio del tratamiento antirretroviral seria recomendable para
asi mejorar la eficacia del tratamiento antirretroviral entre las personas con VIH del

estado de Guerrero.
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