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MARcCO TEORICO

A 26 afios de su aparicion, la epidemia del Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) se ha
diseminado practicamente a todo el mundo, alcanzando una magnitud que la ha colocado como
una de las enfermedades infecciosas de mayor impacto. Segun los calculos del Programa de la
Organizacion de las Naciones Unidas para la prevencién del VIH/SIDA (ONUSIDA) al final del afio
2006, el numero de personas infectadas por VIH en todo el mundo era alrededor de 40 millones de
personas, mas del 90% pertenecientes a paises con los mayores niveles de pobreza y 2.3 millones
eran menores de 15 afios'. El impacto que ha tenido la epidemia en la mortalidad ha sido
importante. Se considera que el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) es la cuarta

causa de muerte en todo el mundo®.

La epidemia del VIH en México, al igual que en el resto del mundo, se ha convertido en un
problema de salud publica complejo, con repercusiones en otros niveles como el social, ético,
econdmico y politico; por lo que se ha requerido de la intervencién multidisciplinaria para enfrentar
el problema. Hasta diciembre de 2006, se han reportado un total de 110.339 casos acumulados de
personas con SIDA; de los cuales 2.662 (2.4%) son menores de 15 afios de edad, en quienes la

transmision perinatal constituye la principal via de adquisicién de la infeccion?.

La infeccién por el VIH es causado por un retrovirus que tiene como material genético una doble
hebra de ARN negativa, y se caracteriza por emplear como estrategia de replicacion la
transcripcion del ARN viral a un ADN lineal de doble cadena con la consiguiente integracién en el
genoma del huésped. El genoma del VIH incluye tres genes estructurales principales: GAG, POL y
ENV que codifican diferentes proteinas. El gen GAG codifica proteinas del nacleo viral; el gen POL,
las enzimas que intervienen en la replicacion viral: transcriptasa reversa, proteasa e integrasa, y el
gen ENV, las proteinas estructurales de la envoltura viral gpl120 y la gp4l encargadas de la

adhesion del virus a las células CD4+ del huésped®.

El VIH desde el punto de vista genético tiene una gran capacidad de adaptacién a los cambios
introducidos en su medio natural gracias a que la transcriptasa reversa carece de actividad de
exonucleasa 3'-5’ incrementandose la posibilidad de incorporar al genoma nucleétidos equivocados
con el consecuente aumento en la tasa de mutaciones que generan cambios en las proteinas
virales que son blanco de los antirretrovirales. Ademas las proteinas estructurales y funcionales
poseen una notable plasticidad funcional y el virus tiene una alta tasa de replicacion que permite
generar hasta 10" viriones cada dia. Estas caracteristicas generan viriones capaces de sobrevivir

en un ambiente hostil de presion farmacolégica seleccionando cepas con mutaciones que le



proporcionan resistencia no solo a los medicamentos actualmente usados si no también a las

futuras moléculas, comprometiendo el éxito de la terapia antirretroviral® °.

La terapia antirretroviral es actualmente el punto medular en el manejo de la infeccién por VIH. Los
avances en el conocimiento de la fisiopatologia de la enfermedad y el desarrollo de mayor niumero
de farmacos cada vez méas potentes y con menor perfil de toxicidad, han permitido que el
tratamiento haya evolucionado significativamente. Debido a que los medicamentos no son capaces
de lograr la erradicacion viral, el paradigma actual es lograr la supresion maxima y duradera de la
replicacion viral mediante la utilizacion de combinaciones de tres o cuatro medicamentos, lo que se
define como terapia antirretroviral de alta actividad (TARAA), lograndose la supresion en pediatria

aproximadamente en 50% de los casos °.

El uso de TARAA a partir de 1996 ha cambiado radicalmente la evolucién de la enfermedad. En los
lugares donde se ha usado extensamente ha impactado en la reduccién, tanto de la mortalidad
como la incidencia de infecciones oportunistas y el niamero de hospitalizaciones de personas
infectadas’. El éxito de la terapia depende de varios factores: el estadio clinico, la cepa viral
infectante, la historia de tratamientos previos, la viremia basal, el estado inmunolégico del paciente
dependiente de la cuantificaciéon de los linfocitos CD4+ y factores farmacocinéticos; pero sobre
todo un aspecto muy importante es la adherencia al tratamiento®. El objetivo de la TARAA es
mantener una carga viral indetectable y recuperar el estado inmunoldgico del paciente
manteniendo un recuento de células CD4+ adecuados para el edad. De lo contrario, en un paciente
con adecuada terapia, después de cierto tiempo de tratamiento se considerara en falla virolégica o

inmunoldgica.

Para el tratamiento de la infeccion por VIH/SIDA en pediatria se utilizan tres grupos de

medicamentos antirretrovirales de acuerdo al sitio de accién o su composicién quimica:

= Inhibidores de transcriptasa reversa analogos de nucleésidos (ITRAN): fueron los primeros
en aparecer y son prodrogas que son fosforiladas a nucleotidos trifosfatos, compiten con
nucledtidos por el sitio de activo de la transcriptasa reversa viral, causando una
terminacion prematura en la sintesis de la cadena de ADN. Los ITRAN usados en pediatria
incluyen zidovudina (AZT), lamivudina (3TC), didanosina (ddl), estavudina (d4T), abacavir
(ABC) y emtricitabina (FTC)°.

* Inhibidores de transcriptasa reversa no nucleésidos (ITRNN): son un grupo de compuestos
gue no requieren fosforilacion para activarse y son inhibidores no competitivos de la
transcriptasa reversa. Los aprobados para uso pediatrico son nevirapina (NVP) y efavirenz
(EFV).



= Inhibidores de Proteasa (IP): estos bloquean la divisién de las poliproteinas virales en la
fase final del ciclo replicativo del virus, provocando la produccién de particulas virales
inmaduras y defectuosas. Los IP que se han usado en pediatria son saquinavir (SQV),
ritonavir (RTV), Lopinavir/ritonavir (LPV/R), nelfinavir (NFV), indinavir (IDV),
fosamprenavir(f-APV).

El tratamiento de la infeccion por VIH ha tenido un cambio considerable a partir del advenimiento
de los inhibidores de proteasa (IP), por su gran capacidad como inhibidores de la replicacion viral*’;
asi mismo se utilizan esquemas con potencia similar con la combinacién de dos ITRAN y un ITRNN
0 IP. Sin embargo a pesar del éxito de estas combinaciones para mejorar y prolongar la calidad de
vida de los pacientes, en forma temprana o tardia dejan de responder a estos tratamientos y
deben enfrentar esquemas de rescate que no siempre ofrecen una adecuada respuesta

terapéutica.

El desarrollo de resistencia se relaciona con la progresiéon de la enfermedad, asi mismo la
resistencia es la causa de que en mas del 75% de los casos el esquema triple antirretroviral falle
(falla viroldgica, definida como la deteccién del virus de inmunodeficiencia a pesar de TARAA o su
deteccidn en plasma después de haber alcanzado una supresion) como consecuencia de multiples
fenomenos como la falta de adherencia al tratamiento, problemas de absorcion y otros factores

farmacocinéticos™?.

La resistencia del VIH a los antirretrovirales se define como cualquier mutacion que produce un
cambio en la estructura viral asociado con un cambio en la concentracién minima inhibitoria IC50,
que permita la replicacién viral en presencia de tratamiento*® **.

La resistencia genotipica se refiere a los cambios (mutaciones) en el gen blanco del medicamento
usado (transcriptasa reversa o proteasa), que se relacionan con una menor accion antiviral del
medicamento especifico. Debido a que la enzima transcriptasa reversa es defectuosa, origina
durante la copia del material genético, multiples mutaciones (cambios puntuales de nucleétidos que
provocan modificaciones de aminoacidos) entre las que se encuentran algunas relacionadas con
resistencia’®. Estas mutaciones, que se presentan incluso antes de usar un medicamento y en
caso de resistencia transmitida, se relacionan con la pobre respuesta a los farmacos y, en general,

confieren resistencia contra varios medicamentos de un mismo grupo (resistencia cruzada).

La mutacién del VIH en un individuo es definida por Shafer*® como el cambio en un aminoéacido a
partir de la comparacién con una secuencia del virus salvaje de referencia (HxB2). Las mutaciones

se clasifican en:



= Mutacién primaria: Se presenta en el grupo de IP y es aquella que aparece como
consecuencia de la presion de seleccién que ejerce el uso del medicamento dando como

resultado un alto grado de resistencia al mismo.

» Mutacién secundaria: El uso continuo de un medicamento que no genera una supresion
viral completa favorece la apariciéon de una mutacion secundaria, la cual requiere de la
presencia de otras mutaciones para generar resistencia. Estas incrementan la resistencia

cruzada con otros medicamentos de accidon semejante.

= Mutacién polimérfica es la que ocurre frecuentemente en virus no expuestos a

antirretrovirales y no generan resistencia a medicamentos.

Desde el punto de vista epidemioldgico existe resistencia primaria y secundaria. La primaria es
inherente a la transmision de cepas resistentes de un individuo a otro, es decir es la resistencia en
un paciente que aun no ha recibido tratamiento antirretroviral. Mientras que la resistencia
secundaria aparece en la poblacién viral de un paciente como consecuencia de la presion selectiva
ejercida por la exposicién a farmacos antirretrovirales'®. La determinacion de las mutaciones de
resistencia ha logrado disefiar pruebas para conocer el estado de las variantes genéticas de

personas infectadas, logrando un manejo terapéutico dirigido, con el fin de asegurar mayor éxito.

El estudio de resistencia de Antirretrovirales en la infancia es de especial interés dado que los
niflos frecuentemente tienen elevada carga viral al momento del diagndéstico y un sistema inmune
inmaduro. Ademas un porcentaje importante de nifios muestra una mas rapida progresion de la
enfermedad que los adultos. La consecuencia de la supresién viral incompleta es la generacion de
resistencia a los antirretrovirales. Aunque el desarrollo de resistencia genotipica a antirretrovirales

ha sido demostrado en nifios, la informacion es muy escasa.

Son muy pocos los estudios de resistencia en la poblacién pediatrica, Muller'” reporta prevalencia
de resistencia a antirretrovirales en un estudio de 21 nifios infectados por VIH con falla a
tratamiento en los que se detect6 resistencia a los IP en el 33% y a los ITRAN en el 90%, no se
detectd resistencia previa al tratamiento; la resistencia genotipica fue comin en aquellos nifios que
recibian 3TC (91%), NVP (75%) y AZT (64%). Schmidt y Eschleman reportan resultados similares

en nifios (31 y 47 nifios) con falla al tratamiento antirretroviral™® *°.

Linde y col, observaron una incidencia baja de resistencia en pacientes con primera esquema de
TARAA, de 16 pacientes evaluados durante 24 meses se consideraron con falla al tratamiento,
solo 5 pacientes, de los cuales se logréo determinar resistencia genotipica en 4 de ellos,
observandose una incidencia del 25% de resistencia a ARV en este grupo de pacienteszo.



En el estudio PACTG 152, se incluyeron 52 nifios a los cuales se les realiz6 genotipo previo y
posterior al inicio del tratamiento; en la determinacion basal, se detectaron 5 mutaciones
asociadas con resistencia a AZT y 6 a ddl, posterior al tratamiento con AZT, 21/28 presentaban
resistencia y en los que recibieron ddl solo se observé 1 paciente con mutacion especifica a AZT.
La resistencia a ddl ocurrié en 13/34 bajo tratamiento con ddl comparado con 2 de 18 que recibian
AZT. También demostraron que la resistencia a ITRAN se asociaba con incremento de la

progresioén de la enfermedad 2L

Lolekha®? estudio la prevalencia de mutaciones de ITRAN en 95 nifios tailandeses infectados con
VIH en tratamiento con dos ITRAN después de un periodo de 6 meses y observaron que en el
96.8% tenian resistencia a uno de los ITRAN, el 31.6% resistencia a 3TC y el 50% de los nifios
tenian resistencia multiple a ITRAN (més de 4 mutaciones). No se encontré asociacién con carga
viral, recuento de linfocitos CD4+, nimero de esquemas y/o regimenes, como factores de riesgo

para la emergencia de resistencia a ITRAN.

En un estudio multicéntrico observacional realizado en Bélgica, se incluyeron 21 nifios con edades
entre 3 y 16 afios con falla virologica a un primer esquema de TARAA que incluia un IP, al realizar
el genotipo se encontré resistencia a IP en el 66% de los pacientes®, en otros estudios, se ha
demostrado resistencia genotipica por lo menos a un medicamento en un 23% con la misma

terapia®’.

Se ha identificado resistencia primaria, en pacientes sin tratamiento previo a antirretrovirales. En
Japon se reporta la prevalencia de resistencia transmitida de 1999 a 2001 en 5.3% (4/75
pacientes) y para el 2001 esta prevalencia aumenta a 17.1% (7/41)%. En Brasil en un estudio de 80
pacientes menores de 13 afios, virgenes a tratamiento no se encontraron mutaciones de
resistencia primaria, solo se reportan mutaciones polimorficas, en el grupo con tratamiento previo

se encontré una correlacion entre la presencia de mutaciones y falla virolégica®.



JUSTIFICACION

Las nuevas opciones terapéuticas contra el VIH son limitadas en pediatria, por lo que se debe usar
en forma adecuada los esquemas actualmente disponibles, a través de la combinacion de
antirretrovirales potentes para mantener una supresion viral y prevenir el desarrollo de resistencia.
Se ha demostrado que existe una correlacion entre la presencia de mutaciones y el surgimiento de

fracaso terapéutico.

En la poblacion pediatrica mexicana infectada por el VIH no existen estudios que identifiquen la
resistencia a antirretrovirales. La realizacion de técnicas genotipicas, es de interés en el abordaje
del paciente pediatrico infectado por el VIH, en primer lugar por que beneficia a cada paciente al
poder optimizar e individualizar el tratamiento con esquemas de rescate. A nivel global permite
conocer la epidemiologia de las cepas resistentes en nuestra poblacion logrando incidir en la mejor
utilizacion de los medicamentos disponibles para finalmente disminuir el riesgo de resistencia

transmisible.

Un porcentaje de nuestros pacientes son adolescentes infectados a través de transmisién perinatal
gue en un futuro cercano iniciaran o ya iniciaron vida sexual, lo que significa la posibilidad de
transmision de cepas del VIH multiresistentes; los reportes mundiales en este grupo de edad son
muy escasos. También es importante conocer la frecuencia de mutaciones de resistencia en los
nifios sin tratamiento previo ya que apoyaria estudios futuros para normar el esquema de

tratamiento inicial en pacientes virgenes.



PREGUNTA DE INVESTIGACION

1. ¢(Cual es la frecuencia de las mutaciones de resistencia a antirretrovirales en pacientes
menores de 18 afios infectados por el VIH y cual es la asociacion entre la presencia de

mutacién y falla virolégica e inmunoldgica?

2. ¢ Cudl es la frecuencia de la resistencia primaria y resistencia secundaria en nifios infectados por
VIH en seguimiento que asisten a la clinica de inmunodeficiencias del Hospital Infantil de

México Federico Gomez (HIMFG) y la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM)?



HIPOTESIS

1. La frecuencia de resistencia primaria es menor al 20% y resistencia secundaria es mayor del

30%.

2. La multiresistencia del VIH a antirretrovirales esta asociada en la mayoria de los casos a falla

virolgica e inmunoldégica.



OBJETIVO GENERAL

1. Describir la frecuencia de las mutaciones que generan resistencia del VIH a los antirretrovirales
a través de la genotipificacion del virus en la poblacién pediatrica infectada en seguimiento en

las clinicas de inmunodeficiencia del HIMFG y la UNAM.



OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Describir la frecuencia de resistencia primaria y secundaria en nifios infectados por VIH.

2. ldentificar la asociacion de resistencia del VIH a antirretrovirales con falla viroldgica y

clinica.



MATERIALES Y METODOS

1. Disefo del Estudio

Se trata de un estudio descriptivo transversal y analitico.

2. Poblacién de Estudio

Nifos y adolescentes menores de 18 afos con diagndstico de Infeccion por VIH/SIDA (de acuerdo
a los criterios de los CDC(1994)27 , que asistieron a control médico a las Clinicas de
inmunodeficiencia del Hospital infantii de México Federico Gomez y la Universidad Nacional
Auténoma de México entre septiembre de 2006 a julio de 2007.

= Grupo I: Pacientes menores de 18 afios no expuestos a antirretrovirales.

= Grupo lI: Pacientes menores de 18 afios con tratamiento antirretroviral.

3. Criterios de Inclusién

= Diagnéstico de VIH de acuerdo a los criterios de los CcDC?.

= Autorizacion de los padres para ingresar al estudio, mediante consentimiento informado.

= Los pacientes con una carga viral mayor de 2.000 copias/ml.

= Los pacientes incluidos en el grupo |, no habian recibido tratamiento antiretroviral
previamente.

= Los pacientes incluidos en el grupo Il recibieron por lo menos dos esquemas de

tratamiento antirretroviral.

4. Criterios de Exclusién

Estado critico.

= Pacientes recibiendo tratamiento antirretroviral por menos de 6 meses

4. Definicién de Variables

= Edad

=  Sexo



Mecanismo de transmision: es el mecanismo por el cual adquirieron la infeccién del VIH los
pacientes incluidos en el estudio, es una variable cualitativa y se categoriza como

Perinatal, sexual, o sanguinea (transfusién o uso de drogas intravenosas.

Estado clinico e inmunolégico: Dependiendo de los signos y sintomas que presentoé el
paciente en el momento del diagnostico, se estatifico la infecciéon por el VIH de acuerdo a
la clasificacion de los CDC? en 4 estadios clinicos desde asintomatico hasta el estadio
final o SIDA, es una variable cualitativa y se categoriza como N, A, B 6 C. Asi mismo el
estado inmunolégico dependiendo del recuento absoluto o en porcentaje de linfocitos
CD4+, se determind si estaba sin inmunosupresion o estadio 1 (CD4+ >25%), en
inmunosupresion moderada o estadio 2 (CD4+ de 15-24%) y en inmunosupresion severa o

estadio 3 (CD4+ <14%), es una variable cualitativa y con las categorias comentadas.

Carga viral: es la cantidad de particulas virales encontradas en el plasma de pacientes
infectados con VIH y que se determiné a través de una PCR de ARN y es expresada en
numero de copias/ml. Es una variable cuantitativa y se categoriza en nameros enteros de

acuerdo al numero de copias.

Recuento de linfocitos CD4+: Se midieron los linfocitos CD4+ en una muestra de sangre
periférica a través de citometria de flujo y se expres6 como porcentaje del total de
linfocitos. Es una variable cuantitativa y se categoriza de acuerdo al recuento en porcentaje

y absoluto de linfocitos CD4+.

Tratamiento antirretroviral previo: Son las drogas usadas en los pacientes pediatricos para
inhibir la replicacion viral con el objeto de la supresion viral maxima a través de ITRAN y/o
ITRNN e IP. Es una variable cualitativa y se categoriza dependiendo los esquemas
recibidos:

ITRAN: AZT, 3TC, ddl, d4T, ABV, FTC, TDF.

ITRNN : NVP y EFV

IP: NFV, IDV, RTV, SQV, LPV/r

Numero de esquemas de tratamiento antiretroviral: en los pacientes con multiples
esquemas de tratamiento antiretroviral de acuerdo a los antiretrovirales recibidos se
determind el nimero de esquemas (un esquema lo constituye un grupo de antiretrovirales
dado durante un periodo de tiempo y que se cambia por intolerancia a algun medicamento
o por una falla virolégica o inmunoldgica). Es una variable continua y se categoriza en

numeros enteros.



Tiempo de tratamiento: es el tiempo de duracidon desde que recibid el primer esquema
antiretroviral hasta el momento de la toma de muestra para la realizacion del genotipo. Es

una variable cuantitativa y se categoriza en numero de meses de tratamiento.

Mutaciones de resistencia: son los cambios de nucleétidos en el gen POL que codifica para
las enzimas blanco de los antirretrovirales (proteasa y transcriptasa) que generan una
modificacién de aminoacidos y se relacionan con una menor capacidad del farmaco para
inhibir la replicacion viral, estas pueden ser primarias, secundarias o accesorias y se
codifican por letras y nimero, por ejemplo M184V donde la primera letra representa el
aminoacido encontrado en el virus salvaje (HxB2), el nimero es la posicién o codén 184
donde se encuentra este aminoacido y la segunda letra es el aminoacido por el cual

cambia o muta. Es una variable cualitativa y se categoriza por el nombre de la mutacion.



DESCRIPCION DEL ESTUDIO

Un estudio descriptivo, transversal fue realizado entre septiembre de 2006 y julio de 2007, en el
que se incluyeron 44 pacientes menores de 18 afios con diagndstico de infeccién por VIH/SIDA. El
57% de los pacientes (n= 25) habian recibido tratamiento antiretroviral, usando dos o mas
esquemas diferentes de medicamentos. Los 19 pacientes restantes fueron nifios con reciente
diagnéstico realizado en este periodo de estudio quienes no habian recibido aln tratamiento

antirretroviral.

Previa revision de expedientes se eligieron por conveniencia los 25 pacientes con multitratamiento
antiretroviral que se consideraban en falla y junto a los 19 pacientes de reciente diagnostico se
revisaron sus expedientes incluyéndose en un formato de recoleccion los datos demograficos
como edad, sexo, y las demas variables: estadio clinico e inmunolégico al diagnéstico, mecanismo
de transmisién, carga viral, recuento de linfocitos CD4+, esquemas de tratamiento antiretroviral

previo, y tiempo de duracion de cada uno de los esquemas recibidos.

El protocolo de investigacion fue aprobado por el comité de ética del Hospital Infantil de México
Federico GOmez.

Después de la autorizacion de los padres o tutores se tomé por puncién venosa 4 ml de sangre en
un Tubo con anticoagulante EDTA, para la realizacion de genotipo en el laboratorio de virologia

molecular del Instituto Nacional de Nutricién y Ciencias Médicas Salvador Zubiran (INNSZ).

Genotipo-VIH

El sistema de genotipificacion HIV-1 (diagnéstico celera, Alameda, California), es uno de los dos
sistemas aprobado por la FDA, para genotipificar HIV-1. ViroSeq es un sistema completo integrado
que es usado para identificar mutaciones de resistencia a drogas en la proteasa (1 a 90 codones) y
en los primeros 335 codones de la retrotranscriptasaza.

Una vez que llegaba la muestra de sangre al laboratorio, se centrifugaba a 1500rpm durante 10
minutos para lograr separar el plasma y almacenarlo a -70°C hasta tener como minimo 10

muestras para procesarlas. Los pasos para obtener el genotipo fueron los siguienteszg.

1. Extraccion del ARN

- Se descongelaban las muestras durante 15 minutos.



Se trasladaban a la sala de extraccion, donde en la campana de flujo laminar biolégica
nivel 2, se marcaban los tubos de ependorf los cuales contenian 1ml de plasma, ademas
se incluian el control positivo (contiene 500ul de HxB2) y el control negativo.

Se centrifugaban las muestras a 4°C, 17000rpm durante dos horas con el fin de obtener un
pellet donde estaba concentrado el virus de los pacientes.

Se lisaban las particulas virales con agente caotropico: Isotiocianato de guanidina
(compuesto que lisa la capside viral para dejar libre el ARN viral).

Se agregaba un buffer de isopropanolol y se centrifugaba durante 15 minutos, permitiendo

concentrar y purificar el ARN viral.

2. RT PCR:

El ARN aislado se transcribi6 con una Retrotranscriptasa de virus de leucemia murina
Moloney (Mulv RT). El panel con las mezclas de ARN y la enzima Mulv RT se colocaba en
el termociclador Applied Biosystems, donde se llevo a cabo en primer lugar la
desnaturalizacion, alineacion y retrotranscripcion a ADN.

El ADN resultante fue amplificado usando una PCR simple de 40 ciclos con AmpliTaq
Gold DNA polimerasa. La PCR incluia Uracil N glicosilasa (UNG), sistema de control de

contaminacion.

3. Cuantificacion de ADN:

Los productos de la PCR (1.8Kb) fueron purificados y se confirmo su amplificacion a través
de electroforesis en gel de agarosa al 1% y bromuro de etidio, (permite que fluoresca el
ADN al exponerlo en un transiluminador), se mezclaron las muestras de ADN con un buffer
de carga y se coloc6 en cada uno de los pozos del gel donde se coloco ademas un control
positivo con un peso molecular conocido para que al correr la banda de ADN se lograran
identificar las bandas del mismo peso.

Después de haber corrido durante 1 hora el gel de electroforesis a 150 volts se observaban

las bandas que confirmaban la amplificacién del ADN.

4. Purificacion del DNA

Previo a la secuenciacion se purificé el ADN por el método de filtracion, mezclandolo con
cloruro de potasio a través de una membrana de nailon que era colocada en cada tubo de
ependorf para centrifugarla durante 30 minutos, permitiendo que el ADN no se filtrara.

Los acidos nucleicos quedaban atrapados en la membrana de nailon, a la que se agregaba
agua purificada y nuevamente era sometido a centrifugacién para filtrar a través de

6smosis inversa, el ADN.

5. Secuenciacion e interpretacion



- Para la secuenciacion del gen Pol se utilizaron siete iniciadores (A,B,C,D,F,G,H).

- Cada genotipo fue interpretado por el software de Viroseq, el cual ensamblaba los datos de
cada una de las secuencias sencillas (dadas por los siete iniciadores) en una secuencia
Unica, que se comparaba con el gen del virus salvaje y de acuerdo a las diferencias de
nucledtidos entre las dos secuencias se determinaron las mutaciones del virus de la

muestra analizada.

Se consideraron mutaciones relevantes a aquellas incluidas en el documento de consenso del

Hirsch, et al®

Project Panel (agosto, 2006)*°.

con las modificaciones propuestas por los miembros del Resistance Mutations

Para evaluar la resistencia genotipica a antirretrovirales, las secuencias de los pacientes fueron
sometidas al algoritmo de interpretacion de resistencia de la Universidad de Stanford
(http//hivdb.stanford.edu).

En forma rutinaria en cada una de las instituciones participantes se realizé CD4+ y carga viral-VIH
cada 3 meses a los pacientes en seguimiento, para fines del protocolo se contabilizé el reporte

mas cercano al momento de la toma de muestra del genotipo.

Carga viral:

Se determiné por la técnica Amplicor 1.5TM (Roche Diagnostico) *.

La interpretacién del resultado se realizé de acuerdo a las Guias de los CDC* y las guias de
manejo para VIH de CENSIDA™.

Cuantificacion de linfocitos CD4+

Se realiz6 por citometria de flujo de dos colores mediante el protocolo Simultest, disefiado
especialmente para lectura en citdmetro de flujo Becton-Dickinson®?, utilizando un anticuerpo
monoclonal CD4+ humano marcado con fluoresceina. Los resultados se interpretaron de acuerdo a

la edad del paciente y el reporte se expres6 en nimero absoluto y porcentaje (CDC) T,

Se transcribieron los datos en una base de Excel y se procedi6é al analisis, para determinar la
frecuencia de las mutaciones primarias y secundarias en el grupo de multitratamiento y la
transmision de resistencia en el grupo virgen a tratamiento. Posteriormente se realizé el analisis

estadistico.



ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se presentan con medidas de tendencia central y de dispersion, ademas de

graficas y tablas.

La prueba t de student se realiz6 para determinar diferencias entre la variable carga viral y la
presencia o ausencia de mutacion de resistencia y analisis de varianza para encontrar diferencias
intra y entre grupo. Para determinar diferencias entre la presencia o ausencia de mutacion y el
estado inmunolégico (conteo de linfocitos CD4+) en el momento de la realizacion del genotipo, se

realizo prueba de x°.

Se utilizé el paquete estadistico SPSS version 2004, de Wizard S.A.



RESuULTADOS

Se determind que los 44 nifios estaban infectados por el VIH subtipo B por medio del algoritmo de
Stanford.

Pacientes con tratamiento antirretroviral

De los 25 pacientes considerados en falla a tratamiento el 52% (n=13) eran de sexo masculino y
48% (n=12) femenino. La media de edad fue de 10.9 afios con un rango de 34 meses a 17.8 afios.

Todos habian adquirido la infeccidn a través de transmision perinatal.

El 64% de estos pacientes se encontraban en inmunosupresion severa con recuento de CD4+
<15% y el 48% se encontraban en estadio clinico C; de los 25 pacientes solo 9 se encontraban en
estadio de SIDA. El recuento de CD4+ mas cercano a la realizacion del genotipo tenia una media
de 19.2% con rangos de 2-45%. El promedio de carga viral al momento del genotipo fue de
193.092 copias/ml (4.78 log10) con rangos entre (10.000 a 1.500.000).

El 40% de los pacientes habian recibido por lo menos 2 esquemas diferentes de manejo
antirretroviral, incluyendo los tres grupos de medicamentos, solo dos pacientes utilizaron un
maximo de 5 esquemas de medicamentos. El 96% (n=24) habian recibido AZT y 3TC dentro de los
diferentes esquemas antirretrovirales, solo 36% (n=9) recibieron inhibidores de transcriptasa
analogos de nucleodsidos (ITRAN) y 52% (n=13) habian recibido al menos dos inhibidores de
proteasa, usando lopinavir més ritonavir en el 80% de los pacientes (n=20) (Cuadro 1).

La media de tiempo de tratamiento fue de 88.56 meses, con una mediana de 98 meses y un rango

entre 25y 152 meses.

Mutaciones de Resistencia:

De los 25 pacientes analizados todos habian recibido al menos dos analogos de nucleésidos
diferentes, siendo los més usados AZT y 3TC. Las mutaciones de relevancia para resistencia
asociados a analogos de timidina (TAMS) se presentaron con mayor frecuencia, encontrdndose
M41L en 14 pacientes (56%), seguida por D67N, T215F, K70R, L210W. Otras mutaciones
encontradas en la region de la transcriptasa reversa que confieren susceptibilidad reducida a
ITRAN fueron M184V, T6ONTS, E44D, E44A y L74V (Fig.1); de estas la de mayor frecuencia fue
M184v en el 48% de pacientes y de los 24 pacientes que recibieron 3TC se presentd en el 50% de

los mismos.



En este grupo de pacientes multitratados solo 7 (28%), no evidenciaron mutaciones de resistencia.
De los 18 (72%) pacientes con resistencia a ITRAN, 12 tuvieron mas de 2 mutaciones significativas
0 que generan alta resistencia a alguno de los antirretrovirales de este grupo y 4 pacientes (16%)

tuvieron un nimero maximo de 6 mutaciones.

Para el grupo de inhibidores de transcriptasa reversa no nucledsidos (ITRNN). Se presentaron
solo en aquellos pacientes con antecedente de haber recibido efavirenz (EFV) o nevirapina (NVP).
Se encontraron 6 mutaciones de resistencia, en orden de frecuencia fueron K103N, G190A, L100l,
V108lV, Y181C, P225H (Fig.2). De los 9 pacientes que habian recibido (ITRAN) se evidenciaron
mutaciones de resistencia solo en 6 (66%), de estos solo 2 se encontraban recibiendo EFV en el
momento de la realizacién del genotipo y uno de ellos revelaba 3 mutaciones diferentes al mismo
medicamento; Cuatro pacientes tenian antecedente de uso de un ITRNN en los primeros

esquemas de tratamiento, por lo menos 3 afios antes y solo presentaban una mutacion.

De las mutaciones primarias a inhibidores de proteasa (IP) se encontraron en orden de frecuencia
las siguientes: 154V (40%), seguida por M46l, V82A, L90M, V32I, D30N, G 48V, 150V, V82F, V82S
(Fig. 3). En 24 pacientes se encontraban recibiendo por lo menos un IP, y se evidenciaron
mutaciones de resistencia primaria en 15 (62%) pacientes. Mutaciones de resistencia secundaria
se presentaron en 17 pacientes, de estas las mas frecuentes fueron: A71V, L10F, L33LF, L10V,
Q58E, L76V, M46ML, N88D (Fig. 4). De los 24 pacientes que recibian IP solo en 6 (25%) no se

encontraron mutaciones de resistencia.

Mutaciones Polimorficas

Todos los pacientes que habian recibido tratamiento evidenciaban al menos 1 mutacion polimorfica
gue no le conferia resistencia a ITR de ambos grupos de medicamentos y de estas las mas
frecuentes fueron: R211K (60%), 12931V (56%), K122E (40%), R207E (40%), A272P (32%), 1178M
(28%), V1791 (28%), G196DI (28%), T200A (28%) (Cuadro 2).

En el segmento que codifica para la proteasa se encontraron, en todos los pacientes, mutaciones
polimorfitas. Las prevalentes fueron: L63P (76%), 193L (60%), 162V (56%), E35D (48%), R57K
(40%), V771 (32%) (Cuadro 3).

Asociacidn de Carga viral y recuento de linfocitos CD4+ con presencia de mutacion:
De la asociacion entre la presencia 0 ausencia de mutacién de resistencia con la carga viral solo

se encontraron tres mutaciones que presentaban diferencia estadisticamente significativa,

observandose una menor carga viral con la presencia de la mutacién. Estas fueron:



Para ITRAN: M184V (t=2.32, P=0.038)y T69D (t=2.22, P=0.036)
Para IP : V82A (t=2.11, P=0.048).
No se encontr6 asociacion estadisticamente significativa entre la presencia de la mutacién y el

recuento de linfocitos CD4+.

Pacientes virgenes a tratamiento

Durante los 10 meses del estudio se incluyeron 19 pacientes con diagndstico reciente de infeccion
por VIH/SIDA. La media de edad de los pacientes fue de 48.74 meses con rango entre 4m-10a. El

68.4% de los pacientes fueron de sexo masculino.

Todos los pacientes habian adquirido la infeccién por transmision perinatal y el nifio es el caso

indice en la familia, por lo cual no tienen antecedente de tratamiento antirretroviral en las madres.

El 58% de los pacientes se encontraban al diagnéstico en estadio de inmunosupresién severa con
menos de 15% de CD4+, solo 4 pacientes no tenian inmunosupresion al diagnostico. El recuento
de CD4+ estuvo entre 18 y 1492 con una media de 544.79 (SD 508.95). La carga viral en estos
pacientes tenia un rango entre 10.000 — 4.000.000cop/ml, con una media de 813.500cop/ml
(5.53l0g10) (SD 1010825.78).

El analisis de las regiones que codifican para la transcriptasa reversa y la proteasa no

evidenciaron mutaciones de resistencia en este grupo de pacientes.

Mutaciones Polimorficas

Estas fueron frecuentes en ambas regiones genomicas:

En el segmento que codifica la proteasa se encontraron en orden de frecuencia: L63P (68.4%)
R41K (52.6%), 193L (42.1%), V771 (34.8%), M36l (26.3%), R57K 826.3%), 162V (26.3%), E35D
(21%), N37D (21%) (Cuadro 3).

En el segmento de la transcriptasa reversa las mas frecuentes fueron: R211K (47.3%), K122E
(42.1%), A272P (42.1%) 12931V (42.1%) 1135T (31.6%) S162C (31.6%), D177E (31.6%), Q207E
(31.6%), E297A (31.6%), V60I (26.3%), Q334L (26.3%) 178M (21.1%), G196D (21.1%), K277R
(21.1%), E312T (21.1%) (Cuadro 2).

El nimero de polimorfismo varié desde 3 hasta 8 mutaciones.
De los 19 pacientes solo se realizé estudio de genotipo a 4 madres encontrando las mismas

mutaciones polimorficas en sus hijos.



DiscuUsION

La historia natural de la infeccién por el VIH ha cambiado radicalmente a partir del uso de la
TARAA. Utilizando esquemas mas potentes en la inhibicion de la replicacion viral se ha logrado
prolongar la vida de pacientes infectados sin llegar a mantener la supresion por largo tiempo,
debido a la generacion de resistencia a los mismos medicamentos. En pediatria el conocimiento
relacionado con resistencia antirretroviral es limitado. Sin embargo la falla a tratamiento se ha visto
influenciada por otros factores como son: adherencia al tratamiento, inmadurez inmunoldgica,
elevada carga viral al diagnéstico y farmacocinética que varia notoriamente por la edad y el peso,
requiriendo un manejo particular de cada paciente y facilitando la aparicion de resistencia. Debido
a que en México hasta el momento no se han reportado datos en pediatria se considera de gran
utilidad los estudios de resistencia que permitan optimizar el tratamiento y disminuir la transmision

de cepas resistentes.

En la poblacion estudiada con dos 0 mas esquemas de tratamiento antirretroviral se observo que la
resistencia genotipica a antirretrovirales es frecuente. En 18 de 25 pacientes (72%) tenian
mutaciones de resistencia en el segmento que codifica la transcriptasa reversa, 15 de 24(62%)
presentaban mutaciones primarias en la proteasa y 17 (71%) tenian mutaciones secundarias;
coincidiendo con lo reportado en la literatura por Mullen'” quien describe una alta resistencia a
ITRAN del 90%. Lolekha #* observa en nifios tailandeses una alta resistencia a primer esquema
incluyendo 2 ITRAN del 96.8% con una multiresistencia hasta del 50% (por la presencia de mas de
4 TAMs).

En nuestra muestra, de las mutaciones a ITRAN, la mas frecuente fue la M41L (56%), seguida por

la M184V (48%) coincidiendo con los reportes de Machado y colaboradores 2

; sin embargo la
M184V solo se observo en 12 de los 24 pacientes que habian recibido 3TC en alguno de los
esquemas de tratamiento, en el momento de realizar el genotipo solo 11 pacientes de 25 recibian
3TC, de estos no todos manifestaron la mutacién M184V, lo que supone una falta de adherencia al

tratamiento. En la mayoria de los estudios /2% 23

se ha demostrado una alta prevalencia de esta
mutacién en nifios, y se ha asociado con un beneficio en la supresion viral, por la menor capacidad
replicativa del virus en los pacientes que la poseen, en nuestro estudio, se encontré que la
presencia de la mutacion se asociaba con una menor carga viral coincidiendo con lo reportado en

17,26, 21, 33 ndemas de la M184V se encontr6 otra mutacion de resistencia a ITRAN

la literatura
asociada con una carga viral menor, esta fue la T69D, sin embargo no encontramos reportes con
respecto a ésta, probablemente esto se deba a un fendmeno semejante a lo que acontece con la

mutacion M184V.



De los 24 pacientes que habian recibido AZT, en 11 (46%) se encontraron mutaciones de alta
resistencia, porcentaje menor que el observado por Mullen en Londres (64%) *’. Se observo solo
en tres pacientes resistencia a tenofovir (TFV), sin haber recibido este antirretroviral en sus
esquemas de tratamiento, lo que confirma la resistencia cruzada que genera este grupo de

medicamentos con multiples mutaciones de resistencia.

De los 25 pacientes incluidos en el estudio se encontrd que 4 pacientes tenian un alto nivel de
resistencia a practicamente todos los ITRAN, por la presencia de mas de 2 TAMs y la M184V,

generando una prevalencia de multiresistencia secundaria del 16%.

En los 9 pacientes que habian recibido ITRNN se encontré hasta un 66% de alta resistencia a este
grupo de medicamentos, a pesar de que solo 2 pacientes recibian efavirenz en el momento de la
realizacion del genotipo y la mayoria de pacientes recibieron el medicamento en los primeros
esguemas de manejo. La alta resistencia a ITRNN en pacientes con terapia que incluye cualquiera
de los dos antirretrovirales de este grupo coincide con la alta resistencia (65%) encontrado por

Mullen y colaboradores '’ y 70% reportado por Machado y colaboradores °.

La 154V y M46I fueron las mutaciones primarias a IP de mayor frecuencia en los pacientes que
recibian un medicamento de este grupo, al igual que el estudio multicéntrico realizado en Bélgica y
reportado por Servais y colaboradores ?*. Se encontré una frecuencia de multiresistencia a mas de
3 antirretrovirales (incluyendo lopinavir reforzado) de 16%. El nelfinavir es el medicamento con la

frecuencia mas alta de mutaciones de resistencia coincidiendo con otros estudios *"%3.

Una variedad de mutaciones polimorficas fueron detectadas en el gen de transcriptasa reversa y
proteasa en las posiciones 122, 211, 207, 193 y 35, 62, 63,93 coincidiendo algunas con lo

reportado por Mundell *'.

Al comparar el recuento de linfocitos CD4+ en el momento de la realizacién del genotipo con la
presencia de mutaciones en los 25 pacientes incluidos en esta serie, no se encontrd, ninguna
asociacion. Sin embargo, lo reportado en la literatura es una respuesta discordante, esto es
pacientes con falla virologica y sin supresion del estado inmunolédgico asociados con la presencia
de la mutacién M184V; esto se debe probablemente a la presencia de una cepa viral con menor
capacidad replicativa y diferente mecanismo citopatogénico en los ganglios linfaticos que no afecta

la produccién de linfocitos CD4+ 2% %,

En el grupo de pacientes con reciente diagndéstico, sin exposicion a tratamiento antirretroviral no se
encontrd resistencia primaria; es importante considerar que la prevalencia de resistencia primaria

varia dependiendo del momento en que se realice el genotipo; asi, en ausencia de presion



selectiva por medicamentos predominaran cepas de virus salvaje. En nuestro estudio se relaciona
con el hecho de que ninguna de las madres habia estado expuesta a antiretrovirales disminuyendo
por tanto la posibilidad de transmision de resistencia. Estos datos coinciden con otros estudios
como el de Mullen'” en Londres, Machado y colaboradores en Brasil donde no evidenciaron
mutaciones de resistencia primaria en 68 pacientes sin tratamiento’®. Estudios en adultos
describen prevalencia de resistencia primaria en Europa de 15%, en Argentina entre 2.4-15% y
Brasil de 2.4%%.

En los pacientes sin tratamiento previo solo se encontraron mutaciones polimdrficas, situacion ya

17, 26

descrita en la literatura . En solo cuatro pacientes menores de un afio se realiz6 también

genotipo a las madres, observandose las mismas mutaciones polimoérficas.



CONCLUSIONES

No se encontraron mutaciones de resistencia en los pacientes sin tratamiento antirretroviral previo,

por tal razén en nuestra muestra de pacientes la resistencia primaria o trasmitida es nula.

La resistencia secundaria para cada uno de los tres grupos de medicamentos estuvo por encima
del 50%.

La presencia de la mutacién M184V tiene un factor protector en la carga viral ya que se asocia con

una menor capacidad replicativa del virus.

La resistencia secundaria no influye en el estado Inmunolégico

La falla virolégica no solo es causada por la presencia de mutaciones de resistencia. La falta de
adherencia es otro factor fundamental para falla terapéutica debido a que genera cepas
predominantemente de virus salvaje que no expresan mutaciones de resistencia por falta de

presion selectiva del medicamento.
Los pacientes de nuestra muestra estan infectados por el subtipo B del VIH.
Serd de gran interés ampliar el grupo de estudio y realizar seguimiento de estos pacientes con

controles de genotipo de acuerdo a la evolucion para evaluar los cambios en el perfil de resistencia

viral determinados por el uso de drogas antirretrovirales.



ANEXOS

Fig.1 MUTACIONES DE RESISTENCIA A ITRAN EN PACIENTES MENORES DE 18
ANOS INFECTADOS CON VIH/SIDA MULTITRATADOS EN EL HIMFG-UNAM n=25
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Fig. 2 MUTACIONES DE RESISTENCIA A ITRNN EN PACIENTES MENORES DE 18
ANOS INFECTADOS POR VIH/SIDA MULTITRATADOS EN EN EL HIMFG-UNAM
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Nota: Solo 9 pacientes de los 25 habian recibido ITRAN. El porcentaje mostrado en la grafica es sobre el total de pacientes N=25




Fig.3 MUTACIONES PRIMARIAS A IP EN PACIENTES MENORES DE 18 ANOS
INFECTADOS POR VIH/SIDA MULTITRATADOS EN EL HIMFG-UNAM n=25
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Fig. 4 MUTACIONES SECUNDARIAS A IP EN PACIENTES MENORES DE 18 ANOS
INFECTADOS CON VIH/SIDA n=25
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Cuadro 1. Mutaciones especificas a antirretrovirales en pacientes menores de 18
anos infectados con VIH/SIDA en el HIM-HGM

No. pacientes
Clase de No. Pacientes con Mutacién Mutaciones Relevantes
medicamento tratados primaria
ITRAN
Zidovudina 24 12 M41L(13) T215Y(7) K70R(6) T6IN(3)
Lamivudina 24 12 M184V (11)
Didanosina 22 7 T69N(3) L74V(1)
Estavudina 20 8 T215Y(3) K70R(3) D67N(3) M41L(4)
Abacavir 4 5 M184V(1)
ITRNN
Nevirapina 1 6 K103N (1) Y181C(1) G190A(1)
Efavirenz 9 6 K100I(1) K103N (5) Y181C(1) G190A(2)
P
Nelfinavir 17 13 D30N (1) L90OM (4)
Ritonavir 14 5 V82A(5)
Saquinavir 5 4 LI90M(2)
Lopinavir/ritonavir 20 4

Cuadro 2. Mutaciones polimorficas de Transcriptasa reversa en pacientes menores
de 18 afos infectados con VIH/SIDA en el HIM-HGM

Mutaciones Polimorficas Pacientes Multitratados Pacientes sin tratamiento
n=25 n=19
K122E 10 (40%) 8 (42%)
1135T 5 (20%) 6 (31%)
1178M 7 (28%) 4 (21%)
V179l 7 (28%)
G196DI 7 (28%) 4 (21%)
T200A 7 (28%)
R207E 10 (40%) 6 (31%)
R211K 15 (60%) 9 (47%)
A272P 8 (32%) 8 (42%)
12931V 14 (56%) 8 (42%)




Cuadro 3. Mutaciones polimorficas de Proteasa en pacientes menores de 18 afios
infectados con VIH/SIDA en el HIM-HGM

Mutaciones Polimorficas Pacientes multitratados Pacientes sin tratamiento
n=25 n=19
K20KR 7 (28%) --
E35D 12 (48%) 4 (21.1%)
M36lI 7 (28%) 5 (26.3%)
N37D 5 (20%) 4 (21.1%)
R41K 7 (28%) 10 (52.6%)
R57K 10 (40%) 5 (26.3%)
D60E 7 (28%)
162V 14 (56%) 5 (26.3%)
L63P 19 (76%) 13 (68.4%)
V771 8 (32%) 7 (36.8%)
193L 15 (60%) 8 (42.1%)
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