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DESCRIPCION DE MUTACIONES ASOCIDADAS A RESISTENCIA A INHIBIDORES
NUCLEOSIDOS DE LA TRANSCRIPTASA REVERSA EN UNA MUESTRA DE NINOS CON

INFECCION POR EL VIH-1 EN TRATAMIENTO COMBINADO.

La gran diversidad genética del virus de inmunedeficiencia humana (VIH), es generada por su
sistema de replicacion, en el cual la transcriptasa reversa {TR), que transcribe RNA a DNA no cuenta
variacion genética que acompafia a la dinamica de la repiicacion del VHI es la adquisicion de
resistencia a la terapia empleada para su tratamiento. Para guiar la terapia antirretroviral se han

desarrollado pruebas de resistencia genotipicas y fenotipicas.

OBJETIVOS. Identificar por medio de la técnica de prueba lineal de sonda genotipica (LIPA) las

mutaciones presentes en un grupo de nifos infectados con VIH-1 que presentarcn falla terapedtica al

I I S e AT, e
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MATERIAL Y METODOS.

Disefio: descriptivo

Se incluyeron 10 pacientes con diagnostico confirmado de HIV-1 que fueron manejados de abril de

1997 a octubre de 1998 en el Hospital de Pediatria de! Centro Médico Nacional Sigio XXI, IMS$, bajo

fratamienio combinado.



"

Se incluyeron dos muestras por paciente, una le inicio y otra cuando falié la terapia combinada, todas
fueron procesadas con la técnica de LiPA en el laboratorio de virologia de la Unidad de Investigacion

Medica de Enfermedades Infecciosas y Parasitarias

RESULTADOS En siete de diez pacientes se enconfraron mutaciones asociadas a resistencia en el
genoma de !a TR de! VIH-1. La mayoria de estas mutaciones se describen asociadas a resistencia a
AZT {(M41L, K70R,T215Y) y solamente en dos casos se encontraron mutaciones relacionadas can
resistencia a dd! (L74V), para ddC (769D). Existe una aparente asociacion entre el tiempo de

adminitracidn y el tipo de terapia con la aparicién de estas mutaciones.

CONCLUSIONES. Las mutaciones mas frecuentemente encontradas estan asociadas con Iz
resistencia a AZT, el cual fue él farmaco mas frecuente y por mas largo tiempo utilizado. La técnica
de LiPA fue capaz de detectar mutaciones capaces de conferir resistencia a famacos
antirretravirales en el 70% de los pacientes con falla terapéutica. Se requiere el desarrolio de nuevos
meétodos genotipicas que tengan la cupacidad de detectar todas las mutanies asociadas & los

diferentes farmacos antirretrovirales hasta ahora conocidos.



ANTECEDENTES:

El virus de la Inmunodeficiencia humana (VIH), fue desconocido antes de 1982, el reconocimiento de
un sindrorme inusual, caracterizado por severa inmunodeficiencia e infecciones oportunistas, aboco
un esfuerzo muttinacional para identificar el agente etiolégico. Asi, en 1984 el VIH habia podido ser
aislado en cultivos celulares. Dos tipos de VIH pudieron ser distinguidos genética y antigénicamente,
los que han sido denominados VIH-1 y VIH-2. En 1991 se logrd tener ia secuencia genética total del
virus, constituido aproximadamente por 10,000 bases, demostrandose a través de secuenciacion
genética y filogenia distintos subtipos tanio para e! VIH-1 como para e! VIH-2, los cuales pertenecen

a la familia Retroviridae .

Se ha calculade que diariamente son producidos aproximadamente 10 billones de viriones en un
sujeto con una infeccidn establecida por VIH'?, Se conoce ademés, que en promedio aparece una

mulacion por cada 9,200 bases copiadas, dando una gran diversidad genética.

Mutacion o variante es el término que se utiiza para designar a un virus que difiere en alguna forma
del virus salvaje o "wild — type”. Esta es principalmente generada por su sistema de replicacion, en el
cual la franscriptasa reversa (TR) que transcribe RNA a DNA no cuenta ¢on un sistema para reparar
los errores de su lectura con lo cual, cada virus gue se produce es ligeramente diferente® La mas
importante consecuencia de la variacidn genética que acompana a la dindmica de la replicacion de!
VIH es la adquisicion de resistencia a la terapia empleada para su tratamiento **, haciendo posible
que surja una mutante resistente a un medicamento diariamente®?, sin embargo, la probabilidad que
surjan mutantes resistentes 2 3 o mas drogas en el mismo genoma es muy baia’ Las mulaciones en
un sitio critico, tales como genes que codifican para proteinas estructirales. reguladoras o enzimas.
pueden afectar diferentes aspectos como: comportamiento viral, virulencia, capacidad para

replicacion. competencia, citoloxicidad y respuesta a [a terapia antirretroviral. Las mutaciones en el
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gen de la TR pueden ser usadas como marcadores genotlpicos para identificar la presencia de
resistencia, usualmenie la suma de las mutaciones conlleva a un alto nivel de resistencig, pero

también puede presentarse antagonismo en e! grado de la misma.

Estas mutaciones son denominadas como: primarias, cuando son seleccionadas termpranamente en
el proceso de acumulacion de resistencia y son relativamente especificas para un inhibidor, pudiendo
tener un efecto discernible sobra la susceptibilidad de los virus a ios medicamentos Aquéllas
mutaciones denominadas como secundarias, suceden cuando el genoma viral ya contiene una ¢ mas
mutaciones primarias y pueden ser seleccionadas debido & que mejoran la capacidad de repicacion

viral, mas que por la disminucion en |a sensibilidad a medicamentos dirigidos contra enzimas blanco®

Multiples cepas de virus pueden presentar diversos niveles de resistencia a los agentes
antirretrovirales, las cuales puaden persistir luego gue la presion selectiva de la terapia antirretroviral
ha sido refirada, como cuasiespecies dominantes o en menor nivel simultaneamente en el plasma o
en los diferentes compartimentos corporales

Algunas veces han sido detectadas cepas mutantes resistentes a la terapia antirretroviral antes de

iniciar el tratamiento®’*

. Estas mutantes resistentes representan Unicamente una pequena porcion
de la carga viral, las cuales exhiben presumiblemente una desventaja en cuanto a replicacion
competitiva, comparada con el virus salvaje Como ejemplo de ello en el 6% de los pacientes en e
estudio DELTA 1 presentaron mutacion en el codon 70 0 215 de 1a RT y en el 13% de los pacientes
en el estudio ACTG 175 presentaron mutacién en el codon 215 de la misma enzima antes de iniciar

cualquier tratamiento. Sin embargo, 1a presidn selectiva de la terapia antiviral puede llevar a que

estas mutantes sean fas especies dominantes.

El mecanisma preciso por el cual esas mutaciones causan resistencia no se ha podido esclarecer, 1a
unién del andlogo de nucledsido a TR no parece estar alterada. Dos mecanismos se han propuesto

con base a trabajos “in vitre". La mutacién el codon 67 y 70 parecen incrementar la fosforilacion, y ta
b



4

rermocién del nucledsido terminal de la cadena de DNA en crecimiento Esta reacciéon puede resultar
en la remocion del AZT, y asi evadir el blogueo en la TR. Estas dos propiedades complementarias, el
aumento de la pirofosforitacién y la remecién de! nucledsido terminal pueden expiicar porque los
pacientes con virus resistentes a AZT son menos susceptibies a otros tratamientos con inhibidores
nucledsidos de la TR *. Durante la terapia con AZT, se observa la aparicion secuencial de estas

mutaciones ™ ™

La primera sustitucion se presenta en el codén 70 (Arg70 a Lys) vy es una dominante
transitoria y decisive durante la falla virolégica, puediendo aparecer a las 12 semanas de haber
iniciado el tratamiento. Al mantenerse dicha terapia esta mutacién es sustituida por una poblacién de
mutantes mas estables, las cuaies presentan la sustitucién en el codén 215 (Thr215-Tyr y Thr215-
Phe} usualmente después de un afio de terapia con AZT Posteriormente se adicionan mutaciones en
el codon 41 (Metd1-Leu), siendo estas dos mutaciones (215 y 41) generalmente encontradas en
combinacion. Los virus que las contienen son sesenta veces menos susceptibles a AZT  Variantes
adicicnates pueden aparecer en el coddn 67 (Asp67-Asn) y 219 {Lys219-GIn). La reaparicidn de la

mutacién en el codon 70 ™ ,pueden en conjunto con las mutaciones anteriormente sefaladas dar un

alto nive! de resistencia 8 AZT (mas de clen veces).

Durante la terapia de AZT mas dd! 6 AZT mas ddC, aparece la mutacion Q151M la cual hace que el
virus sea aproximadamente diez veces menos sensible al AZT. A su vez esta mutacién es suficiente
para generar resistencia a fodos los anslogos de nucledsidos, incluido ddl y ddC. La aparicion de la
mutacion Q151M  es seguida por el desarrollo de cuatro mutaciones adicionales (F77L, F118Y,
AB2V, V75l) que resultan en una variante viral que es 320 veces menos sensible a AZT, y que
ademas generan resistencia a multiples andlogos de nucledsidos. La presencia de una o varias de
estas cinco mutaciones parecen predisponer ai virus a desarrollar las restantes mutaciones
asociadas con 13 resistencia multiple a los analogos de nuciebsidos * La frecuencia de mutaciones
Q151M en el gen de |a transcriptasa reversa en las personas fratadas con AZT/dd! durante un afio o

mas se halla en el rango de cero a 10% 2'.
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El mecanismo de resistencia para ddl, d4T, 3TC y algunas mutantes resistentes a AZT es a través de
la alteracion estructural de la enzima TR, lo cual permite tomar preferencialmente el trifosfato

deoxynucleoside natural, mas que al inhibigor trifasfate.

L.a resistencia a ddl esta frecuentemente asociada con una mutacion en el codon 74 {Leu-Val), la
cual confiere de 4 a 10 veces reduccidon a Iz susceptibitidad a ddl Esta mutacién antagorisa la
resistencia fenotipica causada por el codon 215. Otras variantes asociadas con ia resistencia a ddl
son la mutaciones en el codon 65 y 184, La mutacién en el codon 65 (Lys-Arg) se halla asociada con
un incremento de 3 2 5 veces en la concentracion de ddl requerida pare inhibir la replicacién viral y 13
mutacion en el codén 184 (Met-Val) se encontré que disminula susceptibilidad en cinco veces a ddl y

también se ha visto asociada con resistencia cruzada a 3TC

La resistencia a ddC parece ocurrir menos frecuentemente que para AZT, después de un aito de
tratamiento ocurren en un 20-30 por cienlo de los pacientes, Las mutaciongs asociadas con la
resistencia a ddC se han identificado en los codones: 65, 69, 74 y 184. La mutacion en el codén 65
{Lys-Arg) reduce de cinco a diez veces la sensibilidad, la variante 69 (Thr-Asp) reduce en cinco veces

y la mutacion en el codén 74 (Leu-Val} produce una reduccion de diez veces para e! ¢dC.

Los NNRT! son potentes inhibidores de la replicacidon del VIH-1. Estos medicamentos no requieren de
ningun metabolismo intracelular. Y su mecanismo de accién es a través de la inhibicién de la

transcriptasa reversa por medio de la unién directa a la subunidad p66 de la enzima

El alto nive! de resistencia a NNRTI puede desarrollarse répidamente, incluso 2 los pocos dias de
haber niciado la monoterapia, debido a los cambios en e! sito de unién en la subunidad p66. La
mayaria de las mutaciones que determinan {a resistencia a los NNRTI ocurren en el grupe de los

codones: 100-108 y 181-180 '". Ninguna de estas mutaciones se traslapa con mutaciones que
10
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confiera resistencia a los nRTI. Sin embargo, algunas mutaciones pueden causar resistencia cruzada

amplia a todos los miembros de NNRTI {por ejemplo K103N)2

Actualmente se recomienda que en e! tratamiento de los pacientes infectados por VIH-1 los farmacos
en los cuales una sola mutacidn es requerida para un alto nive! de resistencia como son lamivuding y
nevirapine sean reservados para su uso combinado con otros medicamentos, ademas se recomienda
usar regimenes que conduzcan a una supresién maxima de la replicacidn viral y la terapia debe ser
diseriada para conferir supresién maxima de las variantes genéticas existentes. A pesar de ello,
pueden surgr virus mutantes resistentes, en sitios como el sistema nerviose central (SNC) y el tracto
genital, en donde la penetracidn de los medicamentos es pobre favoreciendoe una continua

replicacion viral en estos sitios.

En el momento actual las técnicas de laboratorio existentes para determinar la sensibilidad de VIH-1

a diversos farmacos pueden ser genotipicas y fenotipicas

Las pruebas fenotipicas son tenidas aclualmente como referencia porque miden en forma directa la
susceptibilidad y sus resultados son expresados en concentracién inhibitoria al 50% 6 90% (Clsg ©
Cle;, sin embargo, entre sus inconvenientes se encuentra que los resuftados san obtenidos en el
términa de semanas, se requiere de mayor tecnologia, son costosas, y de escasa disponibilidad. Por
otra parte, no detecta variantes presentes en escasa cantidad y puede existir seleccién viral durante
los cultivos repetidos del VIH 2 Algunas de estas té&cnicas son: cultivo de tejidos, virus recombinantes

y determinacion de la susceptivilidad de |a transcriptasa reversa %,

La resistencia genotipica de la transcriptasa reversa puede ser determinada por medio de diferentes
métodes de biologia molecular. Southern blotting ¥, PCR praumer especifico *, reaccion para la
deteccion ligasa de PCR il pruebas de mutacién puntual * hibridacién con sondas marcadas * y

prueba linea! de sonda gerotipica (LIPA} ®_ Esta Gltima prueba, tene la capacidad de detectar la
11



mutacion entre el 82,4 - 100 % (con un promedio de 92,7%) y una especificidad del 100% * Todas
estas técnicas permiten obtener los resultados en corto tiempo, son de menor costo y tienen la
ventaja tebrica de que el genotipo precede al fenotipo. Entre sus imitaciones se encuentra el medir
en forma indirecta a susceptibilidad, la cual puede no correlacionar con la resistencia fendtipica, no
pueden detectar variantes presentes en mencor cantidad { especies que constituyan menos del 20%
del producto amplificado). Ademas no permite detectar y/o interpretar mutaciones que no hayan sido
previamente correlacionadas con las pruebas fenotipicas °. La informacion sobre I3 utilidad de estas
prugbas apenas comienza a ser valorada. En varios estudios se ha encontrade que el andiisis
genotipico sobre el VIH -1 predice de manera significativa la respuesta o no al tratamiento segin e!

tpo y el nimero de mutaciones detectadas, previo al inicio de la terapia %2

Aunque esos resultados son alentadores, es importante tener en cuenta que: 1) debido a su disafio
restrospective, en ninguno de esos estudios el tratamiento se baso en los resultados de las pruebas
de resistencia. 2} La respuesta viroldgica fue definida en forma variable. 3} El seguimiento fue
relativamente breve y por (ltimo 4) e tamafo de las muestras en algunos de esos estudios fue

relativamente pequefio.

En este afo aparecieron los primeros estudios de regimenes de salvamento guiados por el genotipo
como el estudio VIRADAT, en cual el conocimiento de las secuencias de genes especificos de RIV-1
mejoraron fa habilidad en |a seleccién de la lerapia de salvamento al ser comparade con &l grupo
control en el cua! ios médicamentos seleccionados para la terapia de salvamento fueron basados en
el juicio clinico sin conacer los datos genotipicos. La supresion de la carga viral fue mayor en
aquellos que la terapia fue guiada por los genotipos que en el grupo control a los 3 y 6 meses *.
Similar disefio fue usado en el estudio GART {CPCRA 048), en el cual la determinacion previa de
sensibilidad genctipica se asociaron con un mejor resultado ¥ En estos estudios se henen

limitaciones como son: No se conocen todos 10s sitios de resistencia, los efectos de las interacciones

entre tas mutaciones sobre los diferentes codones apenas comienzan a ser entendidos y diferentes

12



decisiones pueden surgir de igual informacién genotipica, lo cual hace dificil que el estudio pueda ser
reproduciblie. Adicionalmente los regimenes usados no fueron iguales en los dos grupos de trabajo. A
pesar de esas limitaciones, el estudic VIRADAPT sugiere que los datos genotipicos unidos a
antecedentes de medicamentos recibidos puede ayudar @ mejorar 1a degisién sobre el regimenes de

salvamento .

En sintesis las pruebas de resistencia genolipicas y fenctipicas proporcionan informacion de las
variantes virales predominantes y de las subpablaciones que constituyan al menos el 20% de ia
pobilacion viral, la ausencia de resistencia a los medicamentos empieados no descarta la existencia
de mutantes resistentes, que pueden emerger répidamente luego que el medicamento se ha
instituido. Pero en general, hay buena correlacion entre mutaciones vistas en el laboratoro y los

aislamientos clinicos de pacientes que fallan al tratamiento

La informacidn de resistencia y patrones de resistencia cruzada podrian guiar la decision terapéutica

unido con la carga viral y conteo de CD4 w3



JUSTIFICACION.

Los analogos de nucledsidos fueron los primeros farmacos utilizados en el manejo del VIH-1, aunque
se cuenta con estudios sobre esta terapia, no contamos con estudios dirigidos a conocer si el
fendbmeno de mutacion en gen de la TR asociada con resistencia a los analogos de nucledsidos se
presentd en un grupo de nifios que fallaron al tratamientc combinado de inhibidores de TR e
inhibidores de proteasas. Adicionalmente, se desconoce si las mutaciones que han sido descritas en
individuos adullos estan presentes en el grupo pediatrico, lo cual puede lievar 2 estudios

prospectivos sobre la toma de decisiones al inicio o durante la modificacidn del manejo terapéutico.



OBJETIVOS.

PRICIPAL.

ldentificar por medio de |a téenica de LiPA las mutaciones presentes en un grupo de nifos infectados

con VIH-1 que presentaron falla terapedtica a! tratarmento combinado.

SECUNDARIO:

Determinar si las mutaciones que han sido descritas en la literatura mundial en el gen de la TR que
se hallan asociadas a resistencia a! manejo con inhibidores de esta enzima en pacientes adultos
infectados por el VIH-1, estan presentes en un grupo de nifgs que recibieron tratamiente combinado

para e! VIH-1, y los cuales presentaron falla terapéutica.




MATERIAL Y METODO.

DISENO.

Descripcion de casos.

CRITERIOS DE INCLUSION:

Diagndstico de infeccién por VIH-1 ¢onfirmado.

Pacientes gue recibieron manejo con triple lerapia antrretroviral (dos analogos de nucledsidos y un

inhibidor de proteasas)

Se contara con muestras de plasma de los pacientes correspondientes al momento de! inicio de la

terapia triple y al momento de presentar un incremento en la carga viral mayor o igual a 0.5 logy 0

progresion de un estadio clinico a otro.

CRITERIOS DE EXCLUSION:

Pacientes en los cuaies no fue posible recolectar datos sobre: tratamiento instituido & periodo de

tiempo administrado

Pagientas en que se contd con el antecedente de falla terapéutica pero se carecia de alguna de las

dos evaluacionas de la carga viral.



DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO:

Estudio de pacientes infectados por VIH-1 que fueron manejados en el Hospital de Pediatria Centro
Medico Nacional Siglo XX! IMSS, quienes recibieron manejo con triple terapia antirretroviral (dos
andlogos de nucledsidos y un inhibidor de proteasas). El estudio se realizé en forma prolectiva
longitudinal. En los mengres de 2 afios, el diagndstico estuvo basado en el cultive viral y en la
determinacion del antigeno p24, en los mayores de esa edad, en la prueba de ELISA, confirmada por
Western Blot De cada uno se conté con muesiras de plasma: una al momento de iniciar el
tratamiento combinada y otra al momento de mostrar falla terapéutica, medida per el incremento en al

carga viral mayor o iqual de 0.5 log.. 0 proaresion de un estado clinico a otro

Los datos se recolectaron en formularios disenados para tal fin, la informacion para llenar tales
cuestionarios fue oblenida de los expedientes clinicos y del proyecto de investigacion de terapia

combinada (ANEXO 1).

Se anotaron en el formulario los medicamentos antirretrovirales administrados a los pacientes. Estas
dosis fueren comparadas con jas dosis de los medicamentos antirretrovirales recomendades por el
CDC en su reporte del MMWR N° 4 en 1998. Si estaba accrde con la dosis recomendada se tomé

como dosis Adecuada ¢ Inadecuada si no estaba deniro de diche rango

El tiempo de administracién de cada medicamento se tomd de acuerdo a con lo consignado en su
expediente. La verificacion de! cumplimiente en la toma de sus medicamentos se evaiud medante
interrogatorio dirigido a los padres o responsables del cudado del pacente (dstos tomados del

proyecto de investigacion de terapia combinada )

En el caso de los pacientes pedidtricos en los cuales se considerd la via vertical la forma de

adquisicién de la infeccion por VIH-1, se buscod en el expedienle del nifio, si la madre recibio aigun

] b
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tratamiento anti VIH-1 durante la gestacion. En el caso que |2 madre hubiera recibido tratamiento
antiretroviral durante la gestacion se anotd en el formulario como “"positivo”, anotando adjunta cual
fue el medicemento o los medicamentos indicados y durante cuanto tiempo  siguit la prescripcion

meédica. Sila madre no recibié ningln tratamiento antirretroviral se ¢lasificd como “negativo”.

L& carga viral durante la terapia al igual que el nimero de linfocitos CD4 se tomaron de los datos que
aparecen en su registro médice (reporte oficial). Para la determinacién de |a carga viral en €l grupo
de pacientes pediatricos se usé la prueba de Amplicor monitor Roche® para VIH-1, versién 1.5, que
consiste en una amplificacion “in vitro” de acidos nucleicos para la cuantificacion del RNA del virus de
la inmunodeficiencia humana tioo 1 en plasma humano. 1a cuai tiene un limite de deteccidn de 400

copias/ml.

Se uso la clasificacién del SIDA dada por el CDC en el MMWR N°RR-12 en 1994. Si ia estadificacitn
de! paciente en el expediente aparecia en una clasificacién diferente a esta, se tomaron los datos

que aparecian en su historia clinica para reclasificario segun la norma el CDC dada en 1894,

IDENTIFICACION DE MUTACIONES.

Las muestras de sanqre fueron recolectadas en tubos de 5cc con EDTA, el plasma fue separado y
permanecié almacenado a menos 76°C hasta su procesamiento. Para la identificacion de las
mutaciones en el gen de la TR se tomd una alicuota de plasma de las muesiras que fueron
enviadas al laboratorio de Virologla del Hospital de Pediatria del CMN IMSS Siglo XXI para la
determinacion de carga viral. Se determiné la presencia de mutaciones localizadas en el gen de la
TR del VIH-1 mediante ia técnica de LiPA {(MUREX-INNOGENTICS®), para AZT (M41L. K70R.
T215Y, T215F), ddl (L74V, M184V, V75T), ddC (T69D, L74V, V75T, M184V) y 3TC (M184v) * EI
principic de esta prueba estd basado en la hibridacidén reversa, Los iniciadores “primers™ estan

dirigidos contra determinados segmentos cortos de la VIH-TR. los cuales estén asociados con la
s



resistencia a los inhibidores de esta enzima. El material es amplificado por medio de una TR y
posterior reaccion de ia polimerasa en ¢adena (PCR) anidada, en el que se utilizaron dos pares de
iniciadores: un par denominado externo que sirve para una primera reaccion en que Se genera un
fragmento de DNA, y un segundo par biotinilado, denominado interno que toma como molde al
fragmento generado en la primera reaccion y que tiene secuencias complementarias a una region
interna de dicho fragmento. El producto de esta reaccion es inmovilizade med:ante una hibndac:on
reversa sobre liras de papel que contienen sondas de oligonucledtidos con las mutaciones
especificas, la hibridacion posteriormente puede ser detectada por medio dei acopiamiento a
estreptavidina a través un sistema colorimétrico. Las bandas se observaran como lineas paralelas
enhre In birn A nonnt | 4 nngicidn do lse handnag phtpeidnac an rods raen gnr camnpends ~An an
patrén de referencia, cada una de estas bandas representa una varianle que ya ha sdo

previamente ascciada con una resistencia genotipica

VARIABLES.

Cualitativas

Mutaciones en el gnn de TR
Mutacicnes en el genoma de la TR del VIH-1 que confieren resistencia a 1os analogos de nucledsidos
administrados, a fravés de la técnica de LIPA (MUREX-INNOGENETICS3)™*, M41L, KTOR, T215Y.

T215F, L74V, M184V, V75T, T68D.

Falla terapéutica

Basados en el consenso del grupo de Infectdlogos Pediatras del Hospital de Pediatria CMN siglo XXI,
se considero falla al tratamiento antirretroviral cuando se presentd alguna de las siguienies
circunstancias: progresion de una categorfa ¢linica a otra {criterio de falla clinica), descensa menor
de 0.5 log, n la carga viral a los tres meses de tratamients, aumento de la carga viral de 0.5 logy,

en ese mismg periodo de fiempo o un incremento de la carga viral mayor de 1 log.. una ver
T



dleanzado el nadir de la carga viral(criterio de falla virologica).

Medicamentos antirretrovirales,

Medicamentos antiretrovirales andlogos de nucledsidos (AZT, ddl, ddC) e inhibidores de proteasa

{SQV capsulas de ge! duro).

Dosis de los medicamentos utilizados.

Se tomaron de referencia las dosis de los medicamentos y las interaciones medicamentosas
antiretrovirales dadas por el CDC en su reporte def MMWR N° 4 en 1998 para la preseripcion de

potae farmnrme

Estadificacién del SIDA.

Se uso Ia clasificacién del SIDA dada por el CDC en el MMWR N°RR-12 en 1994. Si |a estadificacién

del paciente en el expediente aparece en una ciasificacién diferente a esta, se tomaron los dalos que

aparecen en su historia clinica para reclasificarlo segiin la norma del CDC dada en 1994,

Cuantitativas

Tiempo de administracidn de los medicamentos

Tiempo de administracién de cada medicamente. E! cual se tomé de acuerdo a con lo consignade en

su expediente.

Cargs viral y contea de CD4.

Para la determinacion de la carga viral en el grupo de pacientes pedidtricos se usd prueba de
Amplicor monitor Reche® para VIH-1, versién 1.5. Para el estudio se tomaron los datos que
aparecen en su registro médice en el reporte oficial de carga viral ai igual que el nimero de Iinfocitos

CD4 al inicio de la terapia triple y ai momento de presentar un incremento en la carga viral mayor 0
20



igual a2 0.5 log,.

Tratamiento prenatal
En el caso de los pacientes pedidtricos en los cuales se considerd la via verlical la forma de
adquisicién de la infeccion por VIH-1, se buscd en el expediente del nifie, si la madre recibio algin

tratamiento anti VIH-1 durante la gestacién,

VARIABLE DE CONFUSION:

La verificacion del cumplimiente en la toma de sus medicamentos se evalud mediante interregatorio
dirigidc a los padres ¢ responsabies del cuidado de! paciente(datos tomados de! proyecto de

investigacion de terapia combinada }.

Tratamiento previo antirretroviral recibido por el paciente: La informacion se obtuvo de los datos dela
histeria clinica anotando: el esquema de tratamiento y dosis indicada, fecha del inicio de la terapia y

el tempo que siguio la prescripcibn médica

ANALISIS ESTADISTICO:

Los datos como edad y sexo se analizaron con medidas de tendencia central mediana (Md). Enla
descripcién de 1as concentraciones del RNA vira! en plasma, se utlizd ei logantmo de base diez de fa
carga viral obtenida para cada muestra y media geométrica (MG) para ia descripcién en conjunio.
Para las variables de tipo cuantitativo (tiempo de administracidn de cada medicamento, y células

CD4+) se utilizaron como medidas de resumen, rangos y mediana segdn su disiribucion



PROCEDIMIENTO DE LABORATORIO.

La metodologia que se siguid en el laboratorio, estuvo basada en las recomendaciones del inserto de

LIPA {(MUREX-INNOGENETICS®).

()
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RESULTADOS

De abril de 1997 a octubre de 1998 en el Hospital de Pediatria del CMN Siglo XX, recibieron terapia
combinada (AZT, ddl y SQV) 14 pacientes. Cuatro pacientes fueron excluidos: dos pacientes no
presentaron falla terapéutica a esta terapia, otro paciente fallecio v el otro egresd por mayoria de
edad, en los cuales no se pudo contar con las muestras de plasma al inicio de Ia terapia combinada
y/o al momento de la falla terapéutica. I grupo quedd constituido per seis nifios y cuatro ninas. En la
Tabla 1 se describen las caracteristicas generales de los pacientes, asi como sus parametros de

carga virat y células C}4+.

Vias de transmision de infeccion.

Las rutas de transmision perinatal y transfusional representaron 5 de 10, cada una de ellas. Los
pacientes que adquirieron la infeccién de VIH-1 por via vertical tenian una mediana (Md}) de edad de
2.2 anos (limites de 1.4 a 6.5), la mayoria {4 de 5) fueron clasificados a su ingreso en la categoria
clinica B y en las categorias inmunologicas 2 y 3. Los cinco pacientes que adquirieron la
enfermedad por transfusion, tuvieron a su ingreso una Md de edad de 14 9 afios(limites de 104 2
16.8), de estos 2 fueron clasificados a su ingreso en la ¢ategoria C3, dos més en A3 y uno en B2

(Tabla 2).

Carga viral y cuenta de CD4+.

La MG de la carga viral al inicio de la terapia combinada para el grupo general fue de 5.24 copias/m!
{rangos de 4.14 a 6 8), en el grupo de pacientes con infeccidn perinatal la MG de la carga fue de 5 68
copias/ml {rangos de 4.5 a 6.8) y en el grupo de pacientes con infeccion transfusional fue de 4.83

copias/ml { rangos de 4.14 a 6.6). {Tabla 2}
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La poblacién de linfocitos CD4+ en el grupo de estudio 2l inicio de la terapia combinada presents una
Md de 183 cél/ul {rangos de 0 a 769). En el grupo de pacientes con infeccién perinatal fa Md de Ia
cuenta de CD4+ fue de 260 célul (rangos 139 & 769) y en el grupo de pacientes con infeccion

fransfusionai fue de 13 céllul (rangos de 0 a 300). (Tabla 2).

La MG de |a carga viral al momento de presentar falia a ia terapia combinada para el grupo general
fue de 5.04 copias/ml (rangos de 4.19 a 6.3), en el grupo de pacientes con infeccion pennatal la MG
de la carga fue de 4.73 copias/ml {rangos de 4.19 a 5.05) y en el grupo de pacientes con infeccion

transfusional fue de 5.37 copias/ml (rangos de 4.7 a6.3 ) {Tabla 3).

La poblacion de linfocitos CD4+ en el grupo de estudio al momento de presentar falta 2 la terapia
combinada presentd una Md de 160 céllul(rangos de 1 a 790). En el grupo de pacientes con infeccion
perinatal ta Md de la cuenta de CD4+ fue de 359 cél/ul{rangos 122 a 790) y en el grupo de pacientes

con infeccion transfusional fue de 54 céliul{rangos 1 a 451). (Tabla 3).

Criterio de modificacién de fa terapia antirretrovaral.

El criterio de modificacién de la terapia fue en 9 de 10 pacientes por incremento de (a ¢arga viral y en

el 1 paciente por progresion clinica. (Tabla 1).

Terapia antirretroviral previa al tratamiento combinado,

Antes de la primera muestra para determinacion de los genotipos asociados a resistencia en el
genoma de TR del VIH-1, 9 de 10 pacienies habian recibido terapia previa con uno o dos inhibidores
de TR. De estos, 2 recibieron monoterapia con AZT, (19 y 62 meses respecivamente), la cual fue
seguida por terapia doble con AZT y dd! por 8 y 36 meses y posteriormente se adiciono SQV por 2 y

3 meses en cada uno de ellos: Otros 4 pacientes recibieron desde el inicio terapia doble con AZT y
24
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ddl por una Md de 10 meses {rango de 4 a 10), también hubo 2 pacientes que recibieron AZT como
monoterapia durante 26 y 46 meses respectivamente, la cual fue seguida por terapia dobie con AZT
y ddC por 7y 19 meses respectivamente. Uno de ellos, previo a! inicio del déC habia recibido 7
meses con ddl, el motive de este cambio fue el desarrallo de pancreatitis. Solo un paciente recibio
monoterapia con AZT durante una afio y otro ingresd a la terapia combinada sin haber reci:do

tratarmiento antirretroviral previo. (Tabla 4).

De las madres de los pacientes con infeccion perinatal, ninguna de ellas recibio tratamiento

antirretoviral o profilactico durante su gestacion.

Mutaciones encontradas al inicio de la terapia combinada.

Al inicio del estudio se detectaron mutaciones en e! gen de la TR asociadas con resisiencia a los
andlogos de nucledsidos en el 70% (7 / 10) de los pacientes (tabla 4). Las mutaciones asociadas con
resistencia al AZT se haliaron en slete pacientes de nueve que recibieron este medicamento, ias
cuales presentaron [a siguiente distribucién: en el codon 215 en & pacientes, en ¢l coden 70 en 3
pacientes y en el codon 41 en 1 paciente. Dos pacientes hablan recibido terapia con ddC, solo en
uno de ellos se halid una mutacion asociada con resistencia al ddC (codon 69). Siete pacientes
recibieron dd! y se encontrd solo en uno de estos pacientes la mutacién en el condon 74 la cual se
hzlla asociada a resistencia a3 ddl. No se encontraron mutaciones en 3 de 10 pacientes, uno de ello
no habfa recibido tratamiento previo (tabla 4). La prevalencia de mutaciones segun el nGmero de
farmacos recibidos en un grupo de nifics con infeccidon por VIH-1 previo al inicio de la terapia

combinada se presenta en la tabla 5

Mutaciones al momento de la falla terapéutica.

La nueva determinacion de la presencia de genotipos asociados con resistencia a los andlogos de

a5
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nucledsidos (mutaciones), se realizé al momento de |a falla terapéutica con la terapia combinada, la
cual se presentd para el grupo en general por una Md de 8 meses (rangos 2 a 20) de haber sido
iniciada esta. Para el grupo de pacientes con infeccion perinatal |a falla terapéutica se presento por
una Md de 9 meses (rangos 6-20) y en ei grupo de infeccién transfusional por una Md de 4 meses

(rangos 2-10). Ver tabia 3

Al momento de la falla terapéutica se hallaron mutaciones en el gen TR del VIH-1 en 7 pacientes

La presencia de mutaciones asociada a resistencia a el AZT halladas en estos 7 pacientes
presentaran la siguiente distribucion” en los codones 215 y 70 en 4 paciantes y en ef codon 41 en 2

pacientes. (Tabfa 4).

Al memento de falla al tratamiento combinado se encontraron las siguientes variaciones en el patron
de mutaciones. De las asociadas a resisiencia a AZT: supresién de la mutacion 215 en dos pacientes
y aparicién de la mutacion 70 en otros dos. No se encontré var.acién de las mutaciones asociadas a

resistencia a ddl y ddC. {Tabla 4).

Se observéd una tendencia al incremento en el nimero de mutaciones presentes en e! gen de la TR,
al comparar las mutaciones enconiradas al inicio de la terapia combinada y al momento de la faila de
esta terapia {Tabla 6) La Tabla 7 muestra esta misma tendencia cuando la poblacién es cormparada

segun |a forma de adquisicion.

Al momento de la falla a |a terapia combinada ne se hallaron mutaciones en el gen TR del VIH-1 en
tres pacientes. En dos de ellos, no se habian detectado mutaciones {anto al inicic como al momento
de la falla a la terapia combinada. Otro paciente no presentd mutaciones en el gen TR del VIH-1 2l
inicio de la terapia combinada pero al momento de la falla de esta, se encontraron dos mutaciones

{codones 41 y 70), las cuales se hallan asociadas a resisiencia a AZT. Un paciente en quen se
26
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habian encontrado mutaciones en el gen TR del VIH-1 al inicio de |a terapia combinada, al momento

de la falla no se logrd detectar mutaciones. { Tabila 4).

En los pacientes en los cuales se adiciond al tratamiento previo Gnicamente el SQV tres conservaran
sus mutaciones, en dos aumentaron y en unoc disminuyercn. En dos pacientes en los que se
adicionaron dos o tres medicamentos nuevos, entre os cuales se hallzba el SQV, no hubo variacion

de el numero de mutaciones presentes por el métedo de LiPA, (Tabla 8)



DISCUSION.

La infeccién par el VIH-1 es un proceso dindmico de una poblacién viral en constante replicacion y
progresivo deterioro dei sistema inmune A pesar de la diversidad de los farmacos antirretrovirales
existentes y de las diversas combinaciones que se pueden lograr con ellos. ng hay un régimen que
supnma totalmente la replicacion viral. Esta incompleta supresion de fa replicacion viral y la presencia
de mutaciones, algunas de las cuales estan relacionadas con la disminucion de la susceptiblidad a

tos farmacos antirretrovirales favorecen la falla terapéutica =

En el presente estudho se evalud la presencia de mutaciones asociadas a resistencia a inhibidores
nucledsides de transcriptasa reversa en una muestra de nifos con infeccien por el ViH-1 en
tratamiento combinado. La presencia de estas mutaciones fue determinada por medic de la técnica
de LiPA (MUREX-INMUNOGENTICS®), siendo esta prueba escogida por el grupo de investigadores
en vista de la rapidez con la cual los resultados son obtenidos y su alta sensibilidad para detectar

simultaneamente secuencias asociadas can resistencia para: AZT, ddl, ddC. d4T y 3TC 24 4248 %

La informacion de patrones de resistencia y resistencia cruzada a los agentes antirretrovirales ha ido
en aumento, 1o cual es importante conocer para la foma de decisidnes sobre cual combinacion de

medicamentos debe emplearse para alcanzar un éptimo efecto antirretroviral %

Aunque Ia faila a |a terapia es un fenémeno complejo, la resistencia viral es una de las principales
causas de esta. Este parece ser el caso de nuestros pacientes analizados, en los cuales e! 70 %
(7/10 ples) presentaban mutaciones en el gen de la TR asociadas a resistencia para los
medicamentos que $e encontraban recibiendo, fenémeno que se presenta incluso con los pacientes
bajo terapia allamente efectiva (HAART), donde se ha reportado que afecta de! 30 al 50% de los
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individuos que fallan a esta terapia



En este estudio, las mutaciones encontradas en la poblacién de virus presentes en los pacientes,
correlacionaron con el o los medicamentos utilizados, este hecho esta acorde con o reportado en la
literatura, donde los virus susceptibles declinan y aquellos virus que han mutado y que tienen una
replicacién menor que el virus nativo en ausencia de!l inhibidor, pueden llegar a ser la poblacion de

virus predominantes *.

En el grupo de pacientes estudiados se encentrd una baja frecuencia de mutacion en el codon 70 y
una mayor frecuencia de mutacién en el codon 215, que induce resistencia a AZT. Este hallazgo esta
acorde con los diversos estudios en donde se ha descrito ia mutacién en el codon 70 como una
mutante transitoria la cual es reemplazada por una poblacidn de virus mutantes mas estables, los

cuales presentan la mutacion en el codon 215.

En nuestro grupo solo un paciente {pte 3) de siete que habian recibido ddl, se hallé una mutacidon
asociada a disminucion de la resistencia al ddi. Esta baja frecuencia de mutaciones asociadas con |a
resistencia a ddi se esta acorde con lo descrito en |z literatura mundial, donde la terapia de AZT ¢on
ddl previene la aparicidon de mutaciones en la TR asociadas con la resistencia a ddl, sin alterar Ia

aparicién de mutaciones tipicas a AZT *®

Se ha reportado que la mutacion en el codon 6% produce unma reduccion de cinco veces la
sensibifidad a ddC, sin causar resistencia cruzada al AZT o ddl y es la mutacion mas frecuentemente

1626

seleccionada por el ddC . Esta se hallo en uno de los dos pacientes que recibieron terapia con

AZT mas ddC previo a |a adicion de! IP {pte 7 y 10).

Por otra parte es comuin gue lg adicion de mutaciones lleve a un alto nivel de resistencia. A pesar de
ello el paciente nimero ires quien presento el mayor numero de mutaciones asociadas (41, 70, 215,
74) previas al inicio del P, fue el paciente que pudo mantenerse por mas tiempo con terapia triple

Una explicacién a este fendmeno puede ser la presencia de 1a mutacién en el codon 74 la cual ha
29



sido asociada a reversion del efecto de |a resistencia generada per la mutacién en el codon 215 %,
Ademés la adicion del IP logré suprimir las cuasiespecies virales con mutaciones en los cedones 215

y 41, las cuales est&n asociadas con resistencia al andlego de nucledsidos utilizados.

En el caso del paciente 7 en quien 2 pesar de haber logrado suprimir la mutacion en el codon 215 y
en los pacientes 2 y 5 en quienes no se encontraron mulaciones asociadas a resistencia por el
metodo de LiPA, no es posible descarar la presencia de otras mutaciones asociadas a la falla
terapéutica. Las explicaciones a este fénomeno puede ser falta de adherengia al tratamiento, ya que
la ausencia de presién farmacoldgica causaria un predominio de virus salvajes, sin embargo la
adherencia al tratamiento se documentd en todos los pacientes Ofra posibflidad pudn ser dehida a
las limitaciones de la técnica de LiPA aclualmente disponible, que no detecte todas las mutaciones
que actualmente han sido descritas, entre las que destacan la mutacién Q151, 1a cual puede aparece
durante la terapia con AZT més ddl, como en los pacientes 1 y 5, quienes la recibieron desde su

diagnédstico.

La aparicion de esta mutacién, Q151, es seguida por el desarrollo de cuatro mutaciones adicionales
en los aminoacidos 77, 116, 62 y 75, que resultan en un virus que es 320 veces resistente a AZT y a
todos los andlogos de nucledsidos. Los virus que presentan estas variantes no poseen las
mutaciones lipicas asociadas con la resistencia a AZT, sugiriendo que la presencia de las pnmeras
en una poblacién viral puede predisporer a la resistencia a multiples analogos de nucledsidos mas
que a! desarrollo de resistencia exclusiva a AZT. Esto sugiriere que exisien dos vias mutuamente

excluyentegs para el desarrollo de resistencia a los diversos inhibidores de TR. * #

Adicionalmente, |a técnica utilizada no detecta mutaciones para los inhibidores de proteasas. tas

cuales pudieron haberse desarrollado durante el tiempo que durd la terapia combinada.

Causas como interacciones medicamentosas también han sido ascciadas a falla terapéutica Algunos
30



farmacos antifimicos como isgniacida, rifampicina se han encontrado asociados a disminucion en los
niveles de inhibidores de proteasas, con la consecuente faila al tratamiento Sin embargo estas
interaciones no se presentaron en la mayoria de nuestro pacientes, exceplo en uno de eilos, que

reicibié tratamiento con tres drogas antifimicas, pero en quien se incrementd la dosis de saguinavr.

Oftras causas como defectos en ia absorcidon de las drogras e inadecuada activacidon de los
medicametos como la presencia de alteracion en la fosfaorilacion, la cual es importante para

transformar a los anélogos de nuciedsidos en su forma activa, no fugron investigadas.

1 & rentirsta yirnldnica cnn el tratamientn trinle fue leve transitoria v g meinrin del reciantn de lo=
CD4+. Una posible razdn para la pobre respuesta pudo ser debida a la baja blodisponibildad cercana
al 4% de SQV en la presentacion utilizada {capsulas de gel duro-Inviraset} debido a su pobre
absorcion y al importante metabolismo hepatico de esta presentacion 85 Otra posible explicacion de
la pobre respuesta viroldgica es la presencia de mutaciones en el genoma TR del ViH-1 que
confieren resistencia a los analogos de nucletsidos que siguieron siendo utilizados. Adicionaimente
las mutaciones méas comunes fueron encontradas en nuestros pacientes en los codones 70 y 215, las
cuales se han visto asociadas con una pabre respuesta al fratamiento, independientemente de la

“ Ef 70% {7/10) de ios pacientes presentaron mutaciones asociadas a

terapia de salvamento
resistencia a los inhibidores de la TR, previos a la adicion de el 1P, a su vez este antirretroviral no
togro inhibir tedas tas cuasiespecies mutantes presentes al momento del diagnostico de falla a ia

terapia combinada.

Los pacientes con infeccion perinatal contaban con un menor tiempo de tratamiento previo ai inicio de
Ia terapia combinada con una Md 10 meses, comparado con una Md de 40 meses de los pacientes
can infeccidn transfusional. Al realizar el analisis se observé la tendencia de que los pacientes ¢on
menor tiempo de tratamiento presentaron un menor nimero de mutaciones y adicionaimente fueron

los pacientes que mas liempo se pudieron mantener con el tratamiento combinado (Md 9 meses).
3
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Este hallazgo apoya lo reportado en 1 literatura, donde ta monoterapia o la terapia secuencial con
inhibicién parcia! de la replicacion viral facilita Ja aparicion de mutaciones y la acumulacion de las
mismas, llevando a la falla terapéutica.

Por otra parte algunos factores que pueden estar relacionados con un aito porcentaje de adherencia
en nyestro grupo de pacientes son contacto frecuente de los tratantes con la familia de los pacientes
infectadas por VIH, la conscientizacién de la importancia de seguir las indicaciones terapéuticas que
se realizaba en cada consulta y el desarrollo de vinculos afectivos entre los padres o {utores del
paciente, ademas de la disponibilidad de los farmacos gracias al sistema de sequridad social al cual
se hallan asociados. Este porcentaje de adherencia supera ai reportado en la literatura en adultos,
Annda |- adhrenecia fala ke Uamers ol FOM i lme mnaeicsbpe mmen mame m dahte bpeseee om0 e In
adherencia es un factor fundamental y se ha estimado que se requiere al menos de un 75% de esta

para obtener el contra! de la replicacién viral **,

Nuestros resultados parecen apoyar los estudios realizados tanto “in vivo™ como “in vitro”, donde la
continuacion de 1a terapia con medicamentos antirretrovirales para los cuales el paciente presenta
mutaciones que confieren resistencia, y a los cuales se les afade un nuevo medicamento {ierapia
soruencint 1a ragnupcts gserd poh n v dn cardta drmraidn Par peta lae penipaenn dn enlyamnnin dnkes
incluir el inicic simultaneo de al menos dos medicamentos, los cuales no tengan resistencia cruzada

con los medicamentos que venia recibiendo el paciente.

Las pruebas de resistencia que brindan una rapida y confiable informacioén acerca de una poblacion
viral, onentaran al clinico sobre cuiles medicamentos antirretrovirales deben ser evitados, en los

esquema de salvamento.



CONCLUSIONES.

s Las mutaciones en el gen de la RT del VIH-1 en un grupe de nifios con falla a !a terapia
combinada secuencial se encontraron en los codones 215, 41, 70, 74 y 69 las cuales han sido

descritas en pacientes adultos con falla a la terapia antirretroviral.

« La presencta de mulaciones asociadas a resistencia a inhibidores de la transcriptasa reversa
analogos de nucleosidos correlaciond con el o los farmacos recibidos

» Las mutaciones mas frecuentemente encontradas estan asociadas con 1a resistencia a AZT, el

et L G i mmn e Am 5 mmde a mme e Y T B AT et

« Latécnica de LiPA fue capaz de detectar mutaciones capaces de conferir resistencia a farmacos

antirretrovirales en el 70% de los pacientes con falla terapeutica.

« Se requiere el desarrollo de nueves métados genotipicos que tengan la capacidad de detectar

tocdas las mutantes asociadas a los diferentes farmacos antircetrovirales hasta ahora conocidos
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Tabla 1. Caracteristicas generales de ios paclentes pediatricos infectades por VIH-1, con sus
respectivas cargas virales y recuentos de linfocios CD4+ al inicio de la terapia triple (AZT, dd! y
SQV) (1), en el nadrr de la carga viral durante ese tratamiento (N}, y al momento de presentar Ia falla
terapéutica (F).

Pte | Sexo | Transmision | Edad [ *Ctg ®Carga vira! (log 1¢) CD4+ Criterio

afos | CDC (célful) modif
I T N [ F I ] F Jterapia |

1 |F Perinatal | 18 | A2 |579 |348 |505 |532 |790 |viral |

2 |F Perinatal 2.8 B2 4.50 353 4.7 769 | 527 Viral

3 |F Perinatal 65 B2 5.60 453 505 227 [122 Viral

4 M Perinatal 22 B3 5.96 370 4.19 260 |198 Viral

5 |M Perinatal 1.4 C3 6.80 497 4.7 139 | 359 Viral

6 |M Transfusional |11.3 A3 414 NSR 4.68 54 | 54 Viral

7 |M Transfusional |16.0 A3 4.30 NSR 58 3 1 Viral

8 [F Transfusional [10.4 B2 6.60 NSR 6.3 300 1451 Clinico

9 M Transfusional |16.8 C3 4.42 BLD 47 0 86 Viral

10 |M Transfusional [14.9 Cc3 5.04 4.08 5.55 13 12 Viral

F; Femenino.

M: Mnsculinp

Pte: Paciente.

NSR: No se realizé.

BLD: Bajo limite de deteccidn

*Ctg CDC: Categoria ¢linica-inmunoldgica definidas por el Centro para el Controi y Prevencion de
Enfermedades Infecciosas {CDC Allanta).

"Carga viral logqg: logyg copias de RNA del VIH-1 en plasma/mil .

CO4+ {céilul): Recuento de linfocitos CD4+ cél/ml mediante citometria de flujo.

Criterio modif terapia: Criterio de falla terapéutica basado en el consenso del grupo de infectélogos
pediatras del CMN Siglo XXI.
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- Tabla 2. Caracteristicas inmunologicas., carga viral y tiempo de tratamiento administrado previo
ainicio de la terapia combinada en 10 pacientes. segun !a via de adquisicion de infeccion

Perinatal Transfusional
Edad en afios Md 22(1.4-6.5) 14.9{10.4-16.8)
CVlogy MG 56B(4.5-6.8) 483(4.14 -6 B)
CD 4+céllul Md 260 (139 - 769) 13 (0-300) ]
Namero de ptes por estadificacién A2-(1) B2-(2). B3-{1). C3-(1) | A3-(2). B2-(1). C3-{2)
Meses de tratamiento previo Md 10 {0-55) 40 (4 -70)

TN A

CV MG: Media geométrica (MG} de log:, copias de RNA del ViH-1 en plasma / ml.
P T e e et
Numero de ptes por estadificacién: Nomero de pacientes por estadificacion basados en Categoria
clinica-inmunotogica definidas por e Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades
Infecciosas (CDC Atlanta).

Meses de tratamiento previc Md. Hace referencia a la Md de tiempo en meses que recibio el
paciente tratamiento antirretroviral antes del inicio de la terapia combinada

Table 3. Caracteristicas inmunalogicas, carga viral y tiempo de tratamiento cen terapia combinada en
10 pacientes al momento de falla, segun ia via de adquisicién de la infeccion

Perinatal Transfusional
CV log « MG 4.73(4.19 - 5.05) 537{(47-63)
CD4+ céllul Md 359 (122 - 790) 54 (1- 451)
Meses de Tx combinado Md 9(6-20) 4(2-10) |

CV iog 1o MG: Media geométrica {MG) log., de copias de RNA del VIH-1 en plasma/mi

CDA+ céliul Md: Mediana (Md) del recuento de linfocitos CD4+ célful .

Meses de Tx combinade Md. La Md de tiempo en meses gue duro con tratamiento combinado
hasta el momento de falla a esta.




Tabla 4. Tratamiento previo al inicio de {a terapia combinada (AZT, ddl y SQV}, mutaciones presentes
al inicio de ésta (I} y a! momento de la falia terapéutica (F), en un grupo de nifios infectades con VIH-
1.

[Pte [Tratamiento previc (meses) Mutacién Tiempo Tx Mutacion

[ | ! combinado F
1| AL 1Um), Adi{10m}) No se detectaron Ym L41,Riv
2 | AZT{10m); ddi{10m} No se detectaron 9m. No se detectaron
3 | AZT{55m);dd}(36m);SQV(2m) |[L41.R70; Y215, V74 20m R70; V74
4 | AZT{10my); ddi{10m) Y215 Bm Y215
5 [Ninguno No se detectaron 11m MNo se detectaron
6 | AZT(70m}; ddI(8m}; SQV{3M) [F215 4m F215;R70
7 | AZT(65m); ddC{19m} Y215 4m No se detectaron |
8 |AZT(12m} F215 2m F215
9 | AZT(4m). ddi{4m) R70, Y215 10m R70; Y215; L41
10 AZT(40m): ddi{Tm); ddC(Tm)* R70; N69 m R70, NG9S

Pte: Paciente.

Tiempo Tx combinado: Se refiere al tiempo que durd con tratamiento cormbinado antes de
pivsentuse g fona terapeative.

Terapia previa {meses): Se refiere a los medicamentos que e! paciente habia recibido previo al
ingreso al estudio y los meses que recibit el medicamento.

*E| paciente recibid ddl durante 7 meses, se debid suspender este medicamento por el desarroilo de
pancreatitis medicamentosa y se realizd el cambio 2 ddC.




‘

- Tabla 5. Prevalencia de mutaciones seguin el nimero de farmacos recibidos en un grupo de nifios
con infeccidn por VIH-1 previo al inicto de la terapia combinada.

Tratamiento No se detectaron Una Dos Mas de dos
. previo mutaciones mutacién Mutaciones mutaciones
Ninguno 1 - -
Monoterapia 1 — —
Terapia doble 2 1 1 -—
Terapia aditiva R 2 1 1

Ninguno: No recibi¢ tratamientes antirretrovial antes del inicio de |a terapla combinada.

Monoterapia: Solo recibio tratamiento con AZT antes el inicio de |a terapia combinada.

Terapia doble: Recibid desde el inicio terapia con AZT y dd! antes de |2 terapia combinada.

Terapia aditiva: Recibio al inicio monoterapia con AZT y posteriormente se adicioné ddl 6 ddC previo
a la terapia combinada.

Tablu B. Prevaivscg de miuleCioies pu peuitlic, & FUCO Ce il terapa combinZio y & 105 o L
la falla de esta, en un grupo de nifics con infeccion par VIH-1.

Numero de mutaciones Alingreso a terapia " "Almomento de |a falla a la terapia 'I
combinada (nimero de ptes) combinada (nimero de ptes)

No se detectaron 3 3

Una 4 2

Dos 2 4

Mas de dos 1 1

No se detectaron: No se hallaron mutaciones en el genoma de ta TR det VIH-1

Una: Se detectd solo una mutacion en el genoma de la TR gel VIH-1.

Dos: Se encontraron dos mutaciones en el genoma de 1a TR del VIH-1.

Mas de dos: La presencia de dos ¢ mas mutaciones en el genoma de 2 TR del VIH-1.




Tabla 7. Nirmero de pacientes por frecuencia de mutaciones inductoras de resistencia, ai ingreso al
estudio y al momento de la falla segin el modo de transmisién.

Numero de Perinatal Transfusional Perinatal Transfusional
mutaciones ingreso{nimero | ingreso(nimero | Falla(numero de | falla{nimero de
de ptes) da ptes) ptes) ptes)
No se detectaron 3 2 1
Una 1 3 1 1 Bl
Dos -— 2 1 2
| Mis de dos 1 e 1 1

No se detectaron: No se hallzron mutaciones en el genoma de la TR del VIH-1.

Una: Se detectd solo una mutacion en el genoma de la TR del VIH-1.

Dos: Se encontraron dos mutacienes en el genoma de la TR del VIH-1,

Mas de dos: La presencia de dos o mas mulaciones en el genoma de la TR de! VIH-1.

Tabla 8. Nomero de pacientes por frecuencia de mutaciones inductoras de resistencia, al momento
de la falla terapéutica segun los medicamentos que adiciond la terapia combinada

Medicamentos que | No se detectaron Una Dos Mas de dos
adiciono la terapia mutaciones Mutacién Mutaciones mutaciones
combinada
2AN+1IP 1
1AN+1IP o 17 '
Continuacién de [a 1 1 1 1
Terapia doble + 11P
Continuacién de la 1 — 3 —
terapia aditiva + 1IP

2AN + 1IP; Dos andlogos de nucledsidos (AZT + ddl) junto al irhibidor de proteasas {SQV) capsulas
de gel duro.

1AN + 1IP: Un analogo de nucledsido {ddl) mas el inhibidor de proteasas {SQV)capsuias de gel duro
Conlinuacion de la terapia doble + 1IP: Recibid desde el inicic terapia con AZT y dd! a la cual la
ferapia combinada solo agregd SQV capsulas de gel duro.

Continuacién de la terapia aditiva + 1IP: Recibi6 al inicio monoterapia con AZT y posteriormente se
adiciond ddi 6 ddC, a este tratamiento ia terapia combinada dmcamente agregé SQV en capsulas de
gel duro.
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ANEXO 1

NOMBRE CEDULA

EDAD

ORIGEN PROCEDENICIA
FECHA DEL DIAGNOSTICO

PESQ (PERCENTIL)

FORMA DE TRANSMISION  PERINATAL SI NO TRANSFUSION

[FTRFIRV Y. [T PRy o R P PR TR YV I

RECIBIO PREVIAMENTE MEDICACION ANTIRRETROVIRAL:

MEDICAMENTOS USADO DOSIS
ESTADIO
CARGA VIRAL AL INICIO DEL TRATAMIENTO {FECHA)

CONTEO DE CD4 INICIO DEL TRATAMIENTO (FECHA)

MEDICAMENTOS INICIADOS DOSIS

INDICACION DE CAMBIO DE TRATAMIENTO {FECHA)
RECUENTOQ DE CD4

CARGA VIRAL { LOGARITMO EN BASE 10}

PROGRECION CLINICA DE LA ENFERMEDAD

NUEVO ESQUEMA DE TRATAMIENTO (FECHA).
MEDICAMENTOS EMPLEADOS DOSIS

MEDICAMENTOS CONCOMITANTES UTILIZADOS .

S1 NO

Yo
e s

Si

NO

TIEMPO

Sl

NO
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