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RESUMEN
Se realiz6 un estudio analitico de tipo descriptivo de corte transversal

observacional entre agosto del 2012 a agosto del 2014, para evaluar la prevalencia
de mutaciones que confieren farmacorresistencia antirretroviral y las variantes
génicas del VIH en pacientes infectados en la ciudad de Tijuana Baja California. Se
presentan los resultados del andlisis de las secuencias del gen de la proteasa y
transcriptasa inversa del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 extraido de
73 plasmas de pacientes infectados. Se realiz6 la toma de muestra en tubo de
EDTA y se extrajo el RNA de linfocitos obtenidos de sangre periférica y fue
retrotranscrito, posteriormente se realizaron las PCR y revelado en geles de
agarosa al 1%, usando como control positivo un control de RNA cedido por la
unidad de VIH en UCSD. Se realizd secuenciacion nucleotidica por el método de
Sanger y se determind la resistencia a los diferentes antirretrovirales segun la base
de datos de Stanford. Se determinaron las variantes genéticas segun los algoritmos
de la base de datos BioAfrica. Posteriormente se realizo el analisis filogenéticos del
segmento del gen de la polimerasa del VIH-1 amplificado, buscamos posible
asociacion de las formas genéticas del virus mas representativas con la region. Asi
mismo, determinamos el porcentaje de mutaciones asociadas a resistencias a los
inhibidores de la transcriptasa inversa y la proteasa. En el analisis filogenético
encontramos los subtipos: B, 89%; y entre las formas recombinantes: CRFO03,
1.4%; recombinantes CRF17, 1.4%; CRF28, 2.7% y el recombinante CRF29, 5.5%.
La frecuencia de mutaciones asociadas con resistencia a los NRTI fue de 5.5%
(4/73) siendo las mutaciones encontradas: D67G, D67N, K70R, L741, M184V,
K219E y T215C; las mutaciones encontradas asociadas a los NNRTI Y181C,
G190S, Y188L y K103N equivalentes a fueros 6.84% (5/73); a los inhibidores de la
proteasa no se encontraron mutaciones geénicas. Los resultados corroboraron la
gran diversidad genética del VIH-1 y el porcentaje de 9.6% en mutaciones de

resistencia en Tijuana Baja California.
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CAPITULO |

1.1 ANTECEDENTES

1.1.1. Retrovirus

La familia Retroviridae engloba un conjunto de virus con ARN como material
genético, y una caracteristica especifica fundamental: poseen un mecanismo para
integrar establemente su informacidén genética dentro del genoma de la célula que
infectan. Para lo cual llevan incorporado un conjunto de enzimas que les permite
traducir su ARN genémico en ADN de doble cadena, e incorporarlo al ADN celular®.
La informacién genética se organiza de una forma comudn para toda la familia
Retroviridae: tres genes denominados gag, pol y env, codifican las proteinas
estructurales, enzimaticas y de la envoltura, respectivamente. Estos tres genes
estan flanqueados por dos secuencias iguales de varios cientos de nucleétidos,
llamadas repeticiones largas terminales o LTRs. El VIH pertenece a la familia de
los retrovirus y, dentro de éstos, a la familia Retroviridae. La familia Retroviridae

engloba un gran niumero de especies virales que infectan a vertebrados (Tabla I).

Esta familia, a su vez, se ha subdividido en tres géneros: Oncovirinae,
Lentivirinae y Spumavirinae. Las dos primeras provocan numerosas enfermedades
contagiosas en animales, desde tumores a enfermedades neuronales e
inmunodeficiencias. El género Oncovirinae comprende cinco grupos, y todos
presentan la propiedad de inducir la formacién de tumores. El género Spumavirinae
posee la capacidad de inducir vacuolas, y las células infectadas presentan un
aspecto espumoso. El género Lentivirinae se caracteriza por producir infecciones
de evolucion lenta. Los retrovirus contienen acido ribonucleico (ARN) de cadena
sencilla y positiva como material genético. Poseen dos copias de ARN por particula
viral y son diploides®®. Una caracteristica distintiva es que codifican una
transcriptasa reversa (TR). Es una enzima que sintetiza acido dexosiribonucleico
(ADN) utilizando como molde el ARN genémico”. Otra caracteristica de este género
lentivirus es que han desarrollado una estrategia que les permite transportar su

genoma en forma de ADN a través de la membrana nuclear de la célula huésped.
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Esta caracteristica es responsable de su capacidad Unica para replicar eficazmente

en células que no se estan dividiendo®.

Tabla I. Familia Retroviridae

Género

Grupo

Especie Representativa

Patologia

Oncovirinae

-Virus sarcoma de la
leucosis aviar.

-Virus tipo C de los
mamiferos.

-Virus tipo B de los
mamiferos.

-Virus tipo D.

-Virus de la leucemia

de linfocitos T

-RSV. Virus del sarcoma de Rous
-ALV. Virus de la leucosis aviar
-MuLV. Virus de la leucemia murina
de Moloney

-MMTV. Virus del tumor mamario del
ratén

-SRV. Retrovirus de simios
-HTLV-1. Virus de la leucemia de

linfocitos T humanos

-Oncogén sm Linfoma
de linfocitos B
-Linfoma de linfocitos T
-Linfoma de linfocitos T
-Linfomas de linfocitos
T y trastornos

neurolégicos

humanos. -HTLV-2. Virus de la leucemia de
linfocitos T humanos.
Lentivirinae Lentivirus -VIH-1. Virus de la inmunodeficiencia | -Inmunodeficiencia en

humana tipo 1.

-VIH-2. Virus de la inmunodeficiencia
humana tipo 2.

-VIS. Virus de la inmunodeficiencia
en simios.

-VIF. Virus de la inmunodeficiencia
en felinos.

-VIB. Virus de la inmunodeficiencia
en bovinos.

-VISNA. Virus de la

inmunodeficiencia ovina caprina.

humanos
-Inmunodeficiencia en
humanos
-lnmunodeficiencia en
simios

- Inmunodeficiencia
felina

- Inmunodeficiencia
bovina

- Inmunodeficiencia

ovina y caprina

Spumavirinae

Virus de humanos y primates

Poco conocida

Se presentan los diferentes los diferentes géneros, grupos, especies y patologia que producen
dentro de la Familia Retroviridae.

1.1.2. Morfologia del VIH

El virion del VIH consiste en una particula esférica, de aproximadamente 100

nm de diametro, constituida por tres capas concéntricas (Figura 1). La capa interna

(nucleoide o core), constituida por la proteina de la capside (p24), tiene forma de

cono truncado y contiene dos copias del ARN gendémico formando un complejo

ribonucleoproteico con las enzimas y las proteinas de la nucleocapside®. Esta
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contiene dos copias del genoma viral que estan recubiertas por la proteina p9, una
molécula de ARN transferente que actia como cebador en la iniciacion de las
sintesis del ADN viral, la retro-transcriptasa, la proteasa y la proteina p6’. La capa
intermedia esta constituida por la proteina matriz (p17). La capa mas externa esta
constituida por una membrana lipidica derivada de la célula infectada, donde se
insertan espiculas constituidas por las glicoproteinas de la membrana, gp120 y gp
41. En la membrana existe, ademas, una gran concentracion de proteinas celulares
intimamente asociadas como la B-2-microglobulina y las cadenas a y 3 de los
antigenos HLA DR, en una concentracion mayor que la de gp120. Esta riqueza de

proteinas celulares en la membrana viral condiciona aspectos de la patogenia.

@pl7
Q@ p24
- p2
pl HLA
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@ Integrase

Pre- protease
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Figura 1. Estructura del VIH-1.
(Tomada de: http://epidemiologiamolecular.com/wp-content/uploads/2009/02/clip-image0022.jpqg).

1.1.3. Estructura genética del VIH

El genoma del VIH esta constituido por dos copias de ARN de cadena
sencilla y polaridad positiva®. Su genoma tiene una longitud de 9,8 Kb y esta
formado por tres genes estructurales y siete genes reguladores. Ademas, en su
forma de provirus, el genoma viral se encuentra flanqueado por unas secuencias

repetidas largas (LTR Long Terminal Repeat) que le permiten la integracion en el
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genoma celular, y en las que se localizan los elementos reguladores de iniciacion
de la transcripcién viral® (Figura 2). Los tres genes estructurales del VIH se
denominan gag, pol y env, que codifican para las proteinas respectivas
correspondientes a los antigenos internos, las enzimas (polimerasas) y la
membrana (Tabla Il). Los genes reguladores, entre otras funciones regulan la
latencia o expresion del material genético viral integrado en el material celular

(provirus) y se denominan: tat, rev, vpr, vif, vpu, nef y vpt.

tat1

LTR
vpr vpu rev2

LTR revi env nef i
/
e tat2
gag vif

Precursor gag-pol

Precursor Gag Precursor Pol  Vif Vpr Vpu Tat Rev Precursor Env Nef
Pr5592 190 gp160
P P23 P10-15 p16 p16/p14 p19 p27-p25
Proteina p15 p )
matriz p17 roteasa Integrasa Proteina de Proteina de
p15 p32 Superficie transmembrana
120 G=gp 41
Proteina de la 9 9
capside p24 Retrotrancriptasa
p66/p51
Proteinade la p6

nucleocapside p7

Figura 2. Organizacion genémica del VIH-1 y procesamiento de las proteinas viricas.

El VIH-1 presenta tres genes estructurales: gag, pol y env. Las regiones gag
y pol del genoma se traducen en un precursor gag-pol (p160), procesado por la
proteasa viral en un precursor de gag (Pr55%9) que da origen a las cuatro proteinas
gue contribuyen a la formacién del virién: la proteina matriz (MA, p17), la proteina
de la capside (CA, p24), y un precursor (p15) de las proteinas de la nucleocapside
(NC, p7) y p6'°. La proteina MA procede del extremo N-terminal miristilado de
Pr55%9, La mayoria de las moléculas MA estan asociadas a la cara interna de la

bicapa lipidica, estabilizando la particula, y un pequefio porcentaje se une a la
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integrasa en el complejo de preintegracion, facilitando la localizacion nuclear del

acido nucleico viral en ausencia de mitosis.

Este fendmeno le permite al VIH infectar células que no se estan dividiendo,
una caracteristica inusual para un retrovirus®®. Las mutaciones que impiden la
miristilacion interfieren en la asociacion estable de esta proteina a la membrana,
asi como en la infectividad del viri6n®> ?*. La proteina de la capside forma el core
de las particulas virales y es el antigeno mayoritario. Su dominio N-terminal,
comprendiendo los residuos 1 al 45, contiene funciones en la maduracion del virién
y en la incorporacién de la proteina celular cyclophilina A (CypA), la cual juega un
papel importante en los primeros pasos post-infeccién. ElI dominio c-terminal
(residuos 151-231) incluye la secuencia encargada de la dimerizacion CA-CA, e
interviene en las interacciones Gag-Gag. La regibn NC de gag juega un papel
fundamental en varios pasos del ciclo viral: dimerizacion del ARN, ensamblaje de
proteinas gag, encapsidacion del ARN y en la sintesis del ADN proviral por la RT.
La regiéon p6 media las interacciones entre Pr55% y la proteina vpr, permitiendo la
incorporacion de vpr a los viriones. Estas proteinas son vitales para la integridad y

estructura del virion?2.

El gen pol codifica las enzimas viricas proteasa (pl5), retrotranscriptasa
(RT) (p66/p51) e integrasa (p32). La proteasa cataliza el procesamiento
postraduccional de los precursores a las proteinas estructurales y los enzimas. La
RT presenta dos dominios, uno con actividad polimerasa ARN y ADN
dependiente® y otro con actividad endonucleolitica de ribonucleasa H (RNasaH).
La integrasa presenta las actividades enzimaticas requeridas para catalizar la
reaccion de integracion del ADN viral en el cromosoma de la célula huésped, las
mutaciones que afectan a su estructura bloquean la replicacion viral afectando a la
integracion pero no a la sintesis del ADN. Usando IN purificada a partir de viriones,
0 preparada por sistemas de expresion, se vid que poseia dos funciones
enzimaticas: Primero reconoce y se une a ADN de doble cadena, en la secuencia
ATT en el extremo de la LTR, catalizando la separacién de dos bases en el
extremo 3’; posteriormente une este sustrato por el grupo OH 3’ libre al extremo 5’
del ADN “diana”, generando un provirus integrado flanqueado por dos secuencias
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repetidas de 5 pares de bases®. Las proteinas codificadas por el gen env se
originan a partir de un precursor (gpl160), que es modificado posteriormente por

glicosilacion.

Tras el procesamiento proteolitico por enzimas celulares se originan las dos
proteinas de la envuelta, la proteina de superficie (SU, gpl20) y la proteina
transmembrana (TM, gp4l). Estas dos proteinas se mantienen asociadas Yy
ancladas a la membrana celular por un dominio hidrofébico cercano al extremo C-
terminal. La delecion de esta secuencia hidrofébica hace que estas proteinas sean
liberadas en su forma soluble. La proteina de superficie contiene los sitios de union
a los receptores celulares y los epitopos principales de neutralizaciéon por
anticuerpos. La proteina transmembrana es la responsable de la fusion de la
envoltura del virus con la superficie de la célula, a través de una regién hidrofébica
amino terminal, una vez que se ha producido la interaccion del virus con los
receptores de quimioquinas. Una diferencia fundamental de los lentivirus con
respecto a otros retrovirus es la existencia de varios genes reguladores. En el caso
del VIH las proteinas reguladoras son tat, rev, nef, vpr, vif y vpu. La proteina tat
(p16/pl4) se une a la region TAR, localizada en la region R de la LTR del ADN

|25,26,27

vira y junto con otros transactivadores de origen celular (como SP1 y NFkp),

activa el inicio de la transcripcién y la elongacion de los transcritos formados

durante la transcripcién temprana®2°,

Rev (p19) interacciona con su secuencia
diana “Rev response element” (RRE), localizada en la region env, y regula el
transporte de los ARN mensajeros (ARNm) al citoplasma, asi como su

procesamiento®.

Los productos de los genes tat y rev requieren localizacion nuclear para
ejercer su funcién®!. Nef (p27-p25) es una proteina miristilada. Nef tiene multiples
acciones: disminucién de la expresién de CD4 en la superficie celular®,
perturbaciéon de la activacién de células T y estimulacion de la infectividad. Se la
puede considerar un factor de virulencia en la patogenia de la infeccion por VIH, ya
que se han encontrado virus con deleciones en nef*®* o con mutaciones puntuales*
en pacientes no progresores (LTS). La proteina Vpr (pl0-15) es incorporada al
virion por la proteina p6 y facilita la localizacion nuclear del complejo preintegracion
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en ausencia de mitosis®, bloquea a las células en fase G2 del ciclo celular®® y

ademas, es un transactivador débil. Vif (p23) esta asociada a la infectividad y vpu

(p16) facilita la salida de los viriones de la célula®’. El genoma viral, en su forma de

provirus, se encuentra flanqueado por secuencias denominadas LTR (repeticiones

terminales largas) que le permiten la replicacion e integracion en el genoma celular.

Las LTRs contienen sitios de union para proteinas celulares que activan la

transcripcion y estan, a su vez, bajo el control de sefiales virales.

Tabla Il. Proteinas del virus de la inmunodeficiencia humana.

Proteinas

Tamafio (Kda)

Funcién

Proteinas estructurales

Precursor Gag Prs55 Precursora de otras de menos peso molecular
pl7,p24,p6,pl

MA P17 Proteina miristilada de la matriz

CA P25(p24) Proteina de la capside

NC pPg Proteina de la unién a nucleétidos

NC pg Rica en prolinas

Precursos Gag-pol Pri70 Maduracién de nuevos viriones
Proteasa (Pro) P10 Procesamiento postraduccional
Pol (TR) P66 Transcriptasa reversa y actividad
ARNasa H
P51 Transcriptasa en reverso
Integrasa P31 Integracion del ADNbc Viral

Precursor Env Gp160 Dirige las glucoproteinas a la membrana

SuU Gp120 Glucoproteina de superficie

™ Gp4l Glucoproteina transmembrana

Proteinas Reguladoras
Tat P14 Transactividad de transcripcion de todos los
ARNm del VIH
Rev P19 Regulacion del transporte y expresion del ARNm
Aumenta la infectividad del virion, funcién
Nef P27 pleitrépica, interacciones intracelulares.
Proteinas Accesorias
Vif P23 Aumenta la infectividad del virion y ayuda a la

sintesis del ADN proviral y al ensamblaje

Facilita la entrada al nucleo del complejo de
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Vpr P15 preintegracion
Aumenta la liberacion de viriones

Vpu P16 Interviene en la degradacion del CD4

Tev P26 Activa el tat y el rev

Fuente. Modificado de Peirado, 1995; Carrasco, 1996; Medrano y otros, 2002.

1.1.4. Ciclo de Vida del VIH

El ciclo de replicacion de los lentivirus se divide en dos fases: fase temprana
y fase tardia. La fase temprana comienza con la unién del virus a la célula y
continla con la retrotranscripcion del genoma viral y formacion del provirus
integrado en el genoma celular. La fase tardia comienza después de un periodo de
latencia con la transcripcion del ARN viral a partir del ADN proviral y finaliza con la
liberacion de los viriones al exterior de la célula. El ciclo biolégico del VIH se inicia
con su entrada en la célula diana mediante la interaccion entre la gp120 con un
receptor y un correceptor celulares. El receptor es la molécula CD4, localizada en
la superficie de los linfocitos T colaboradores y en células de la estirpe monocito-
macréfago, lo que determina el tropismo viral por estos tipos celulares®®3°. Ademas
se requiere la interaccion del VIH con algun receptor de quimiocinas: CXCR4, que
es el receptor de la quimoquina SDF-1, y el CCR5 o receptor fusina que es el
receptor de las quimoquinas RANTES, MIP-1a y MIP-13%%4%,

Se han descrito también variantes virales capaces de unirse a CCR2, CCR3
o capaces de entrar en la célula a través de maltiples correceptores*?. La unién del
VIH se inicia mediante la interaccién especifica de la glicoproteina Gp120 de la
envuelta viral y el dominio amino-terminal del receptor CD4*, provocando cambios
conformacionales en la envuelta viral que permitirian la exposicion del dominio de
interaccién de la gpl120 con los receptores de quimiocinas CCR5 o CXCR4. La
interaccién con estos correceptores provocaria nuevos cambios conformacionales
gue expondrian el dominio N-terminal de la gp41, conduciendo a la fusion de

membranas e internalizacion de la nucleocépside viral.

Después de la fusion, la nucleocapsida del virus se libera al citoplasma y se

inicia el proceso de transcripcion inversa de una de las hebras de ARN viral por la
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enzima retro-transcriptasa (RT) transportada por el propio virién**. Durante este
proceso, la enzima RT se une al ARN viral y a una molécula de ARN de
transferencia (ARNt) especifico del amino&cido Lisina, que se une a una secuencia
complementaria en el ARN viral y es usado como cebador por la RT. Primero se
sintetiza una hebra de ADN de polaridad negativa y después la hebra positiva, para
formar la molécula de ADN lineal de doble cadena, debido a la actividad ADN
polimerasa y RNAsa de la RT, genera una doble hebra de DNA duplicando los
LTR, que se sittan en ambos extremos del genoma viral. Este ADN es
transportado al interior del nucleo de la célula, mediante un proceso activo que
depende de la presencia de sefiales de localizacién celular en algunas proteinas

virales que forman parte del complejo de preintegracion.

Una vez en el nucleo el ADN lineal se integra de forma estable en el genoma
de la célula huésped mediante la integrasa viral, y se forma el provirus. El provirus
integrado en el genoma de la célula diana puede permanecer latente durante
largos periodos de tiempo, puede replicarse de forma controlada, o bien
experimentar una replicacibn masiva con el consiguiente efecto citopatico sobre la
célula infectada. La replicacion del VIH se inicia con la sintesis del ARN mensajero
a partir del ADN proviral integrado. La iniciacion de la transcripcion del provirus,
depende de factores celulares y virales que interaccionan con las secuencias

reguladoras localizadas en la regién U3 de la LTR.

Estos elementos celulares se unen al promotor viral y aumentan la expresion
genética del VIH-1 en respuesta a la estimulacion celular por diferentes
mecanismos, como citoquinas exdgenas, y permiten la formacion y activacion del
complejo transcripcional primario con la ARN polimerasa Il celular. EI ARN se
sintetiza en forma de un unico transcrito en el nudcleo, y es transportado al
citoplasma y procesado en transcritos de distintos tamafos, que utilizando la
maguinaria celular dan lugar a la formacion de las proteinas virales en un proceso
en el que es necesaria la accién de la proteina viral Rev*®. Posteriormente se
produce la maduracién del viribn con ayuda de la proteasa viral. Estas particulas
maduras son capaces de infectar nuevos linfocitos T CD4+. La mayor parte del
virus (= 99%) que se detecta en el plasma en cualquier momento de la infeccion

23



procede de células T CD4+ activadas, infectadas recientemente®’. La vida media
de estas células productivamente infectadas es muy corta (1 a 2 dias) y se estima

que cada dia se destruyen entre 10" y 10° de estas células*®
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Figura 3. Ciclo replicativo del VIH (Tomada de Rambaut et al., 2004).

1.1.5. Patogeniade lainfeccion por VIH

El curso clinico de la infeccién por el VIH incluye por lo general tres fases: a)
infeccion primaria, b) fase asintomatica, y c) la enfermedad de sida propiamente
dicha. Durante la infeccion primaria, la alta replicacion viral inicial conduce a una
rapida diseminacion del virus en o6rganos linfoides y otros tejidos del paciente
infectado®®, en donde aparece un sindrome similar a una mononucleosis
aproximadamente de 3 a 6 semanas después de la infeccion®™. Entre 2 6 3
semanas post-infeccion y asociado con el desarrollo de una fuerte respuesta
celular T citotoxica, que precede a la aparicion de anticuerpos especificos®, se
produce una drastica caida en los niveles de ARN virico en plasma y un
restablecimiento del nimero de células T CD4+°%. Este nivel basal de replicacion
viral varia de un individuo a otro constituyendo un importante marcador virolégico

de progresion de la enfermedad®*.
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Después de la primoinfeccion, se inicia la fase clinicamente asintomatica, de
duracion variable, entre la infeccion primaria y el desarrollo del SIDA. Durante el

periodo asintomatico de la infeccién, la replicacion del virus es continua® *°

, pero
el individuo mantiene una fuerte respuesta inmune frente al virus, estableciéndose
un estado de equilibrio, en el cual la produccion y eliminaciéon del virus alcanza
valores semejantes®’. Como resultado, los niveles de ARN virico en plasma
permanecen estables®®. Pero el nimero de células T CD4+ disminuye lentamente
con una tasa media estimada de 25-60 células/pl/afio®® y el virus invariablemente

escapa al control inmune.

La dltima etapa de la enfermedad, en ausencia de tratamiento antirretroviral,
se caracteriza por un aumento de la replicacion del VIH-1 y coincide clinicamente
con una marcada disminucién en el nimero de células T CD4+ (< 300 células/l)
®l y una profunda alteracién del estado general del paciente, caracterizada por la
aparicion de infecciones oportunistas graves, ciertas neoplasias y alteraciones

neuroldgicas (Fig. 4).
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Figura 4. Representacion esquemaética del curso de la infeccion por VIH-1 en adultos.

(Tomada de: http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/virologia/sida-vih.html)
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1.1.6. Clasificacion del VIH

El VIH se clasifica en VIH-1 y VIH-2. El VIH-1 es el causante de la pandemia
mundial de SIDA mientras que el VIH-2, aunque también puede producir SIDA, se
considera menos patogénico y menos transmisible. Actualmente predomina el VIH-
1 en la mayor parte del mundo, mientras que el VIH-2 se ha localizado en ciertas
regiones del Africa occidental ** . El VIH-1 se ha clasificado en tres grupos
segun su homologia genética: M, O y N; el grupo M es el que mejor se ha adaptado
al humano y se ha diseminado a nivel mundial, dentro de él se han identificado 9
subtipos (A,B,C,D,F,G,H,J,K), ademas de numerosas cepas recombinantes, se

cree que estas se cepas se formaron en Africa Occidental ¥,

Segun analisis de secuencias se puede establecer que la variacién genética
entre subtipos es de un 20 a 35%. En cambio los grupos O y N son menos
infectivos y se consideran, hasta la fecha, endémicos de Camerun y paises que lo
rodean, estos grupos se encuentran en 1 al 5% de infecciones por VIH en esta
region. En Africa coexisten practicamente todos los subtipos con predominio del C.
En Europa y en el continente americano predomina el subtipo B y en la antigua
Union Soviética el subtipo A. En el sureste de Asia predomina la forma
recombinante AE, mientras que en el sur de ese continente existe preponderancia
del subtipo C y formas recombinantes BC **. El VIH-2 cuenta con ocho subgrupos
caracterizados que van desde el A al H. Las infecciones por VIH-2 se encuentran
restringidas a Africa occidental. En esta zona se encuentran todos los sub grupos

conocidos, siendo los mas comunes el Ay el B.

1.1.7. Epidemiologia del VIH

La prevalencia a nivel mundial de VIH para el afio 2012 era del 0.8% segun
la Organizacion de las Naciones Unidas y SIDA (ONUSIDA) en ese afo hubo un
aumento en el total de personas viviendo con infeccion por VIH en comparacion
con afos anteriores, esto se justifica probablemente por el incremento al acceso a
terapia antirretroviral, para entonces eran alrededor de 35.3 millones de personas

infectadas, de los cuales 32.1 millones corresponden a poblacion adulta y
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aproximadamente 3.3 millones menores de 15 afios de edad. Sin embargo el
numero de nuevas infecciones y muertes por SIDA disminuyo en comparacion de
afos anteriores, a 2.3 y 1.6 millones respectivamente. La epidemia se encuentra en
mayor indice en el Africa Subsahariana, siendo esta la zona mas afectada con
4.7% de prevalencia y concentrando a alrededor de 25 millones de personas

viviendo con VIH.

Con fines epidemioldgicos la ONUSIDA considera al continente americano
en grupos: Norte Ameérica, el Caribe y Latinoamérica. En la regién de
norteamericana la epidemia se ha mantenido estable con una prevalencia del
0.5%, para 2012 se reportaban una media de 1.2 millones de personas viviendo
con infeccién por VIH, casi en su totalidad en los Estados Unidos. En el Caribe la
prevalencia de VIH es un poco mayor de 1.0% y es la Unica region, ademas de
Africa Subsahariana, en la que el nimero de mujeres adultas infectadas supera al
de hombres, en 2010 se estimaba que el 53% de las personas adultas viviendo con
VIH pertenecian al sexo femenino. En esta area de las Américas se estima que un

total de 250,000 personas viven con VIH.

En la region de América Latina la prevalencia es del 0.4% y se considera
gue la epidemia se ha mantenido concentrada a grupos poblacionales de riesgo y
estable, para 2012 se reporté que alrededor de 1.5 millones de personas viviendo
con VIH, Brasil es el pais mas afectado en esta area del continente con
aproximadamente un tercio del total de casos en América central y Sudamérica. En
el caso de México, con una prevalencia relativamente baja del 0.3% ocupa el tercer
lugar en el continente americano en cuanto a los casos registrados de SIDA,
después de Estados Unidos y Brasil. El primer caso en el pais fue diagnosticado en
1983, y desde entonces hasta el primer trimestre de 2014 se contaban mas de
170,000 casos notificados de SIDA, alrededor de 65,000 personas viviendo con
SIDA y aproximadamente 50,000 personas viviendo con VIH. De los casos
acumulados de SIDA el 82.1 % de los casos corresponden a hombres y el 17.9% a

mujeres.
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En México la epidemia continta siendo concentrada en hombres que tienen
sexo con hombres, personas que usan drogas inyectables, hombres trabajadores
sexuales y en menor medida en mujeres trabajadoras sexuales y personas
privadas de la libertad.A nivel nacional Baja California se encuentra en el lugar
namero 8 en casos notificados de VIH, por debajo del estado de Veracruz, el
Estado de México, el Distrito Federal, Chiapas, Jalisco, Guerrero y Puebla. En este
estado se han reportado aproximadamente 1,400 casos de VIH desde el primer
caso diagnosticado en el pais, 4.3% de casos con respecto al total nacional. De los
cuales el 81% corresponde a personas del género masculino y el 19% a poblacién

femenina.

1.1.8. Tratamientos antiretrovirales

A la fecha no se ha logrado establecer una terapia dirigida a pacientes
infectados con VIH que sea curativa, pero el desarrollo de los antirretrovirales
(ARV) a través de los afios, desde el descubrimiento del virus, ha brindado grandes
logros en la reduccion de la morbilidad y mortalidad por esta causa. En 1984 ya se
disponia del primer inhibidor nucleosidico de la reverso transcriptasa (NRTI), la
zidovudina. Durante una década se aceptaron para su uso nuevos farmacos de la
misma familia y es hasta 1996 cuando se comercializa el primer inhibidor de la
proteasa (Pl) y se instaura el tratamiento de combinacion con tres farmacos,
Tratamiento Antirretroviral de Gran Actividad (TARGA). Es hasta 1997 cuando se
implementan a la terapia los Inhibidores no nucleosidicos de la reverso
transcriptasa (NNRTI)® ®. Actualmente hay mas de 30 farmacos que han sido
aprobados por la FDA (Food and Drugs Administration) dirigidos a cinco de los
pasos de replicacion del virus, acoplamiento, fusion, transcripcion reversa,
integracion y maduraciéon mediada por proteasa. Los propdsitos de la terapia
antiretroviral son lograr y mantener la supresion viral en pacientes infectados,
reducir la morbilidad y mortalidad asociadas al VIH y disminuir el riesgo de nuevas

infecciones por via sexual.
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1.1.8.1 Inhibidores Nucleosidos de la Transcriptasa Reversa

Los NRTI, como su nombre los dice, alteran la funcién de la enzima reverso
transcriptasa del VIH evitando la insercion del material genético viral al de la célula
huésped. Los NRTI, requieren de un proceso de forsforilacion previo a competir con
los nucledsidos naturales en su incorporacion a la cadena de ADN naciente
generada por la reverso transcriptasa, de esta forma detienen elongacion de la
cadena de ADN, de esta forma terminando la cadena. Existen ocho antivirales de
esta clase aprobados por la FDA: abacavir, didadosina, emtricitabina, lamivudina,

stavudina, zalcitabina, zidovudina y tenofovir.

1.1.8.2. Inhibidores no Nucleosidos de la Transcriptasa Reversa

Los NNRTI no necesitan de ningun cambio metabdlico para realizar su
accion actuan directamente uniéndose a una zona cercana al sitio catalitico de la
retro transcriptasa formando un complejo hidrofébico. Esta union cambia la
conformacién espacial del sitio de union al sustrato y reduce la actividad de la
enzima. A diferencia de los NRTI esta familia de antivirales solo es activo anti en
VIH-1, ya que no inhibe a la transcriptasa reversa de otros lentivirus como el VIH-2
o en virus de inmunodeficiencia de los simios. Actualmente existen cuatro NNRTI

aprobados para su uso: neviparina, efavirenz, delavirdina y etravirina.

1.1.8.3. Inhibidores de la Proteasa

La proteasa es una enzima del virus encargada de la escision de las
poliproteinas Gag y Gag-Pol que dan lugar a la produccion de proteinas
funcionales indispensables para la maduracion de los nuevos viriones. El
rompimiento de Gag origina tres importantes proteinas: p24, pl7 p7 que conforman
parte del centro del virus, y otras tres pequefias proteinas: p6, p2 y pl funcionales
en el proceso de exportacion viral. La poliproteina Gag-Pol da origen a las enzimas:
transcriptasa reversa, integrasa y proteasa. Los inhibidores de la proteasa son
disefiados para unirse al sitio activo de esta enzima y se consideran los farmacos

antivirales mas potentes hasta el momento. Son diez los farmacos aprobados para
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su uso dentro de esta clase: amprenavir, atazanavir, darunavir, fosamprenavir,

indinavir, lopinavir, nelfinavir, ritonavir, saquinavir y tipranavir.

1.1.8.4. Inhibidores de la integrasa

La integrasa es la enzima encargada de integrar el ADN sintetizado por la
transcriptasa reversa al material genético de la célula hospedera. La accion de los
inhibidores de la integrasa es posible por dos mecanismos de accion distintos: la
unién al complejo entre la integrasa y el ADN viral, o interactuando con los
cofactores de ion magnesio en el sitio de accidon de la integrasa y también en el
ADN. Raltegavir es el primer medicamento de este grupo aprobado para su

administracion.

1.1.8.5. Inhibidores de la fusion

Son tres los mecanismos que permiten la entrada del VIH a la célula
huésped: la unién del virus con el receptor CD4, la union a co-receptores y la
fusion. Los inhibidores de fusion actian sobre el Ultimo paso de entrada del virus a
la célula. Enfurvitida es el primer antoretroviral que ha sido aprobado, es un péptido
de 36 aminoacidos que se une a un sitio especifico de la glicoproteina
transmembrana gp41 evitando los cambios conformacionales necesarios para la

entrada del virus a la célula huésped.

1.1.8.6. Combinaciones multiclase

El esquema de tratamiento antirretroviral combinado o TARGA consiste en la
administracion de tres ARV simultdaneamente, con dos mecanismos de accion
distintos. Inicialmente la terapia utilizaba dos NRTI y un PI, sin embargo,
actualmente los esquemas evolucionan combinando farmacos de cualquiera de las
clases antes descritas. El principal objetivo de esta estrategia es reducir la carga
viral de los pacientes a niveles indetectables y reestablecer su sistema
inmunoldgico, gracias a ello se disminuye la probabilidad de infecciones
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oportunistas o0 padecimientos asociado a inmunosupresion. La calidad y
expectativa de vida también se ve beneficiada ya que a diferencia de la época en
los inicios del descubrimiento del SIDA, la mayoria de las personas infectadas
morian en cortos periodos de tiempo y en condiciones deplorables, este tipo de
tratamiento ha permitido tratar la enfermedad como una infeccion cronica,
generalmente asintomatica, con una expectativa de vida similar a la de una
persona no infectada. Con el paso de los afios se han desarrollado formulaciones
farmacéuticas que combinan varios ARV de una misma o de distinta clase en una
solo pildora, lo que facilita su administracion y mejora el apego a la terapia, ya que
en el mejor de los casos la persona solo tiene que tomar una capsula diariamente.
Ejemplos de esas presentaciones son: Atripla (tenofovir+emtricitabinat+efavirenz),
Combivir  (zidovudina+lamivudina), Kivexa (lamivudina+abacavir), Truvada

(tenofovir+emtricitabina), entre otras.

1.1.8.7. Adherencia alos antiretrovirales

La efectividad del tratamiento antiviral requiere de un alto nivel de
adherencia, es decir un alto cumplimiento del régimen farmacolégico por parte del
paciente. Algunos estudios realizados demuestran que debido a la alta tasa de
replicacion y mutacion del virus es necesaria una adherencia del 95% para
mantener la supresion de la replicacion viral. Segun datos de la OMS solo una
tercera parte de las personas bajo TARV lo toman adecuadamente, el
incumplimiento del mismo depende de varios factores relacionados con el

individuo, la enfermedad, el régimen terapéutico y con el mismo equipo médico.

Algunos investigadores relacionan la edad, sexo, nivel cultural, situacion
socioeconOmica y estado psicologico del individuo como variables para el
cumplimiento o no de la terapia. Estd comprobado que una persona que cuenta
con un hogar establecido reflejard mejores resultados en la terapia que otra en
situacion de calle, la adiccion al alcohol o drogas también es considerada como
factores predisponentes para el abandono terapéutico. En relacion al estado

psicologico del paciente, es importante considerar la percepcion y creencias que
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éste tenga acerca de la medicacion, mientras éste consiente de la necesidad del
tratamiento el paciente obtendra mejores resultados, por otro lado si tiene dudas o
se siente bajo situaciones de estrés, depresion o ansiedad muy probablemente
habr4 fallas en la administracion del mismo. La enfermedad también es una
variante importante para el cumplimiento de la medicacion, ya que se ha probado
gue pacientes sintomaticos en estadio B o C presentan mayor adherencia que

aquellos que se encuentran asintomaticos en estadio A.

En cuanto al régimen terapéutico los efectos adversos y toxicos, el nimero
de tabletas a consumir diariamente y la frecuencia, tamafio y sabor de ellas, son
algunas de las principales causas de incumplimiento. También es importante que el
médico tratante antes de implementar cualquier esquema, tome en cuenta los
habitos y horarios del paciente con el proposito de que el régimen sea lo menos
intrusivo para su vida cotidiana, con el afan de lograr el mejor cumplimiento. Por
ejemplo, para la absorcién y efectividad de algunos medicamentos se deben seguir
algunos requerimientos nutricionales, es decir, la presencia 0 ausencia de
alimentos junto con la ingesta del farmaco, por lo que es importante considerar los
horarios de trabajo y actividades de la persona, en la menor medida que el régimen

interfiera con sus rutinas menor sera la probabilidad de incumplimiento terapéutico.

La ultima variable a considerar, no menos importante, es el equipo médico o
asistencial encargado de dar seguimiento a la terapia, su deber es brindar
confianza y accesibilidad a la persona, al igual que mantener al paciente
informando en todo momento de la importancia de la adherencia por medio de
talleres, cursos, platicas, folletos, etc, incluso antes de iniciar cualquier esquema,
con la finalidad de concientizar a la persona en cuanto a los beneficios y la
responsabilidad que representa la TARV. Resulta de gran importancia manejar
todos estos factores en conjunto para lograr el éxito en el uso de la TARV, ya que
la falta de adherencia conlleva consecuencias negativas no solo para la persona
gue vive con VIH, sino también a nivel de salud publica. Una persona que no
cumple cabalmente con el esquema terapéutico asignado, que no toma sus

medicamentos en los horarios y dosis prescritas o que abandona la terapia por dias
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completos 0 meses provoca niveles séricos suboptimos, lo que contribuye a la

transmision, reinfeccion y aparicion de resistencias en el VIH.

1.1.8.8. Toxicidad de los tratamientos antiretrovirales

Al igual que en todos los tratamientos para enfermedades crénicas, como
diabetes o hipertension, el uso de antirretrovirales también produce efectos
adversos y toxicidades a largo o corto plazo, y debido a que una vez comenzado el
tratamiento debe continuar de por vida sin interrupciones es necesario conocerlas
consecuencias mas comunes relacionadas a su uso. Entre las complicaciones
agudas que pueden presentarse la mas frecuente es la toxicidad hepatica que
aparece en pacientes con factores concomitantes tales como infeccion por otros
virus (p.ej. virus de la hepatitis), alcoholismo, uso de drogas o de otros farmacos, la
neviparina y abacavir son los ARV que presentan toxicidad hepéatica mas

comunmente.

La acidosis lactica es otra reaccion aguda grave que puede presentarse con
la ingesta de inhibidores de la transcriptasa reversa analogos de nucleésidos,
principalmente zidovudina, se caracteriza por la sensacion de nausea, vomito,
fatiga, dolor abdominal, mialgias, choque y al realizar andlisis de laboratorio se
encuentra elevacion de las enzimas hepaticas y de los niveles de acido lactico, en
caso de presentarse esta complicacion se debe suspender por completo el uso del
ARV que lo ocasiona. La acidosis lactica es tal vez el efecto adverso mas grave
gue puede aparecer, se ha reportado una mortalidad mayor al 55% en pacientes
gue la padecen. Otro, tal vez el menos comun, de los efectos agudos graves de los
medicamentos es la pancreatitis, que aparece en el 2 a 3% de los pacientes, ésta
se asocia también al uso de inhibidores de la transcriptasa reversa analogos de

nucleésidos.

Algunos otros efectos pueden presentarse a largo plazo tal es el caso de las
dislipidemias que se manifiestan en pacientes con otros factores predisponentes
como tabaquismo, hipertension arterial, antecedentes cardiovasculares, diabetes,

entre otros; el efecto de los inhibidores de la transcriptasa reversa no nucleésidos y
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los inhibidores de la proteasa, excepto atazanavir, incrementa los niveles de
triglicéridos y lipoproteinas de baja densidad en sangre, al mismo tiempo que
disminuye las de alta densidad, de esta forma provocando un riesgo cardiovascular
alto en el paciente.

1.1.9. Farmacoresistencia en el VIH

1.1.9.1 Cambios genéticos en el VIH que confieren farmacoresistencia

El tratamiento antirretroviral de gran actividad (TARGA) ha permitido
disminuir la progresion a SIDA y aumentar la supervivencia de los pacientes

infectados con VIH®

, pero estos beneficios pueden verse comprometidos por el
desarrollo de una pérdida de susceptibilidad a los antirretrovirales*®. La TARGA
ha permitido disminuir la progresion a SIDA y aumentar la supervivencia de los
pacientes VHI positivo, pero estos beneficios pueden verse comprometidos por el
desarrollo de una pérdida de susceptibilidad a los antirretrovirales. La resistencia es
consecuencia del desarrollo de mutaciones que aparecen en los genes del VIH que
codifican las proteinas virales ya que son la diana de los antirretrovirales. Como
resultado, se produce una pérdida total o parcial de la susceptibilidad al inhibidor,

invalidando su empleo con fines terapéuticos™°.

En alrededor el 50% de los pacientes que estan tomando tratamiento
antirretroviral y presentan viremia detectable se detectan virus con mutaciones de
resistencia al menos a una familia de farmacos®" '?2. Puesto que los virus con
estas mutaciones a menudo muestran resistencia a mas de un farmaco, presentan

una resistencia cruzada entre familias muy elevado'®

, la aparicion de
resistencias compromete la respuesta a muchas opciones futuras de tratamiento.
Es importante revisar los mecanismos de resistencias a los antirretrovirales y como
esta informacién puede ayudarnos en el manejo de los pacientes con VIH, asi

como en el disefo del tratamiento antirretroviral.

1.1.9.2. Seleccién del virus resistente
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El VIH, al igual que otros virus con genoma de ARN, presenta una gran
variabilidad genética, que se debe fundamentalmente a que la retro-transcriptasa
(RT), enzima clave en la replicacion del material genético viral, carece de actividad
exonucleasa 3'->5’, correctora de errores'®. Por otra parte, puesto que la tasa de
replicacién del VIH es extraordinaria, del orden de 10X'° particulas virales nuevas
cada dia, el resultado combinado de ambos fenbmenos, junto con la elevada tasa
de recombinacion de estos virus, hacen posible que en un determinado momento
puedan existir en cada sujeto infectado todas y cada una de las posibles variantes
del virus, lo que se conoce como estructura genética de quasispecies. Entre el
espectro de mutantes presentes de manera natural se encuentran aquellas que
causan resistencia a los farmacos antivirales, y su proporcion respecto al total de la
poblacién viral (del orden de 10x'? particulas virales en cada sujeto infectado)
dependera del grado relativo de capacidad de replicacion (fitness) que cada

variante tenga en ese ambiente y momento concretos.

Cuando se administra un farmaco, tiene lugar la seleccién de la variante con
una menor susceptibilidad al mismo, que con el tiempo podra llegar a constituirse
como poblacién mayoritaria en el huésped. Cada antirretroviral muestra un mayor o
menor grado de susceptibilidad para desarrollar mutaciones de resistencia. De este
modo, algunos se definen como farmacos de barrera genética baja para la
resistencia, puesto que la presencia de una o dos mutaciones confiere resistencia
de alto grado a dicho farmaco, mientras que otros requieren la acumulaciéon de
varias mutaciones para presentar cierto grado de resistencia. A estos ultimos se les
denomina farmacos de barrera genética alta. La TARGA, sin embargo, puede pre-
venir la aparicibn de virus resistentes, puesto que es, por lo general, lo su-
ficientemente potente como para suprimir hasta niveles indetectables la replicacion
del virus*?®. Su administracion previene, por lo tanto, la acumulacién de mutaciones
y el desarrollo de resistencias. Ademas de la barrera genética, factores como
eficacia, seguridad, tolerabilidad, conveniencia y adherencia deben tenerse en

cuenta a la hora de disefar el tratamiento antirretroviral.
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1.1.9.3. Mecanismos de resistencia

La mayoria de las mutaciones de resistencia son simples sustituciones de
aminoécidos, pero otras se caracterizan por la insercion o delecion de uno o mas
amino4cidos en la secuencia normal de la proteina (RT o proteasa)™®.
Normalmente, las mutaciones de resistencia alteran la forma y las propiedades
bioquimicas de las proteinas virales y son capaces de reducir su actividad
farmacoldgica mediante distintos mecanismos. Estos varian segln la familia de

antirretrovirales o incluso segun farmacos concretos.

1.1.9.4. Resistencia a los inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de
nucleésidos (NRTI)

Los NRTI necesitan ser fosforilados por las enzimas celulares, y de esta
forma compiten con los dideoxinucledsidos naturales en su incorporacion para la
sintesis de la nueva cadena de ADN pro viral, provocando su terminacion

anticipadamente.

Tabla lll. Mutaciones de resistencia a los inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de
nucledsidos(NRTI).

Farmaco AZT d4T ddl ABC TDF 3TC FTC
Grupo 3 T215FY V75MT L74N KE5R K65R M184IV Mis4lv
(3 puntos) T215FY K65R ‘Iﬁilé:i K65R K&5R
Grupo 2 M41L M41L T69D/G K70E/G K&5N
(2 puntos) K70R K65R K70E/G M184IN K70E/G
L210W V78S V75MIT T215F/Y Y115F
T215C/DIENSN L210W T215FN T215FNY
Grupo 1 D6TE/GIN K65N M41L M41L M41L
(1 punto) KZ19E/N/Q/RTW  DB7VE/G/N KG5N KG5N D6TE/G/N K65N K65N
T69D/GIN D67E/G/N D67G/N K70R K70E/G K70E/G
K70R TEON K70R L210W T215FY T215FNY
V7BAIIIS V7BAIIIS L210W T215C/DIENISN
T215C/DIENISN M184INV T215C/DIENISN
K2 19E/N/Q/RTIN L210W
T215C/DIEMNISN
Hipersusceptibilidad K65R M184lV Yi81C
(-1 punto) K70E/G M184IV
L74v
V75l
Y181C
M184IV
Multirresistencia:
Del 66-71 I | | | | I |
Insf6-71 R R R R R R R
Q151L/M (complejo) R R R R | | |
=5 TAM R R R R R | |
K6BR + M184IV S ) R R | R R
Interpretacion > b = Resistente (R)
4-3 = Resistencia intermedia (1)
< 2 = Sensible (S)

Rojo: aquellas mutaciones que por si solas comprometen la respuesta al farmaco. Verde:
mutaciones que producen hipersusceptibilidad y restan 1 punto al cémputo total. Complejo Q151M:

AB2V, V75I, F77L, F116Y, Q151L/M. TAM: M41L, D67N, K70R, L210W, T215F/Y, K219E/Q. ITIAN:
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inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucleos(t)idos; AZT: zidovudina; d4T:

estavudina; ddl: didanosina; ABC: abacavir; TDF: tenofovir; 3TC: lamivudina; FTC: emtricitabina.

Existen varias mutaciones individuales o grupos de ellas involucradas en la
resistencia a los analogos de nucledsidos, y que originan resistencia principalmente
a través de dos mecanismos (Tabla IIl). El primero esta producido por mutaciones
gue aumentan el grado de retirada de los terminadores de cadena (p. ej.
pirofosforolisis), permitiendo asi que continte la sintesis de la cadena de ADN*?°. El
segundo estd mediado por mutaciones que permiten a la RT discriminar entre
nucledsidos naturales y sintéticos, impidiendo la incorporacién del inhibidor'?®.
Cada uno de ellos actia con combinaciones de mutaciones diferentes. Las
mutaciones mas frecuentes que aparecen en muestras clinicas de pacientes en
tratamiento con NRTI son aquellas implicadas en la resistencia al AZT. Aparecen
en seis codones (M41L, D67N, K70R, L210W, T215Y/F y K219Q/E). Aunque
inicialmente se pensé que eran especificas del AZT, posteriormente se observaron
en pacientes que fracasaban en primera linea al d4T**°. Son responsables del
mecanismo de resistencia mediado por la pirofosforolisis, y comprometen no sélo la
actividad de AZT y d4T sino, en grado diverso, la de otros NRTI, como ddl, TDF,

ABC e incluso 3TC 129130.131,

Aunque estas mutaciones (TAM, thymidin- associated mutations) no se
seleccionan apenas durante la monoterapia con ddl o ABC, si estan presentes dis-
minuyen la sensibilidad a estos inhibidores. Excepto para AZT, ninguna TAM in-
dividual basta para producir resistencia significativa a otros analogos de nu-
cledsidos. Por lo tanto, la resistencia a través de las TAM requiere la acumulacion
gradual de las mutaciones que conducen a niveles crecientes de resistenciay a la
produccion de resistencia cruzada a mas analogos de nucledsidos (Tabla IV). El
cambio M->V en la posicién 184 de la RT produce alto nivel de resistencia (> 100
veces) al 3TC (barrera genética baja) **?. Esta es la mutacién que se selecciona
prioritariamente en pacientes que reciben una terapia insuficiente con 3TC o FTC.
Aunque M184V puede patrticipar en la resistencia al ABC, no induce una resistencia
cruzada significativa a otros nucledsidos. Ademas, M184V revierte en parte el
efecto de las mutaciones del AZT, es decir, los aislados que presentan una pérdida

de sensibilidad al AZT por la presencia de M41L + T215Y (u otras) muestran una
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recuperacion parcial de la sensibilidad al AZT cuando esta presente M184V. Este
mismo efecto puede observarse para d4T y TDF. Por el contrario, la presencia de
M184V incrementa el nivel de resistencia al ABC, ddl, ddC adquirido con las TAM
(Tabla V).

Las mutaciones K65R y L74V se han descrito también en casos de fracaso a
tratamientos de primera linea con ddl y ddC. La mutacidén L74V es particularmente
frecuente en pacientes con fracaso a ddl en monoterapia, pero se observa
ocasionalmente en pacientes que han recibido este farmaco junto con otros
anélogos de nucleésidos®. Por otra parte, la principal mutacion de resistencia en
caso de fracaso de regimenes de primera linea con TDF es K®*Rf31 En pacientes
pre tratados, la aparicién de esta mutacién en el fracaso con TDF es < 3%, aunque
su pre- valencia va en aumento’®?*%, Por una parte, la presencia previa de TAM
compromete la respuesta al TDF y, por otra, la mutacion K65R y las TAM son
mutaciones antagodnicas, por lo que es dificil encontrarlas simultaneamente. En
regimenes que incluyen combinaciones de tres nucledsidos, entre los que se
encuentran TDF y 3TC, alrededor de un 66% de los fracasos desarrollan las
mutaciones K65R + M184V***. La presencia de estas dos mutaciones de manera

conjunta compromete la respuesta a todos los nucleésidos, excepto al AZT**.

Tabla IV. Mutaciones de laregiéon gp41 de la envuelta asociada con resistencia a los
inhibidores de Enfuvirtida.

| HR1 | | HR2 |
Pt AN

Gl VQQQNNLL N N S
3637383940 42434445 126 137 138
DVAHH TDVM K K A

V. ER K KMW

S M S

E

*Las mutaciones sefialadas en rojo en la region HR1 de gp41 producen alto grado de resistencia a
ENF (> 10 veces). El resto de mutaciones han sido seleccionadas en fracasos a ENF, aunque por si
solas se esconoce su impacto especifico en la resistencia. Las mutaciones N126K, N137K y S138A
son secundarias y se seleccionan en la regién HR2 en combinaciéon con mutaciones en la region
HR1 (posiciones 36-45) incrementando el fithess viral. N42S es un polimorfismo y no confiere
resistencia. S138A es un polimorfismo natural en variantes del grupo O y N del VIH-1. IF:
inhibidores de fusion; ENF: enfuvirtida.
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Existen, ademas, diferentes mecanismos de multirresistencia a nucleosidos.
El primero de ellos esta mediado por el complejo Q151M junto con una serie de
mutaciones secundarias: F116Y, A62V, V75I, F77L. Las mutaciones secundarias
compensan la pérdida de capacidad de replicacion viral que induce la presencia de
Q151M™®. Este complejo puede conferir un elevado grado de resistencia a varios
analogos de nucledsidos, salvo al 3TC y al TDF. El segundo genotipo de
multirresistencia consiste en la insercion de dos cerinas en la posicion 69 de la
transcriptasa reversa. Estas inserciones nunca se observan solas, siempre
aparecen tras la acumulacion de TAM, disparando a niveles muy altos la
resistencia a NRTI**'. La presencia de estos genotipos de multirresistencia en la
poblacion pre tratada es < 5%. Sin embargo, entre los genotipos que confieren re-
sistencia cruzada a los NRTI, la combinacién de M184V junto con K65R, L74V o

mas de tres TAM (incluyendo siempre T215Y/F) son los més frecuentes'3*%.

1.1.9.5. Resistencia a los inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos
de nucledsidos (NNRTI)

Los NNRTI se unen a un lugar préximo al centro catalitico de la enzima RT,
inhibiendo la replicacién del VIH por un desplazamiento de los residuos asparticos
relacionados con el sitio de union de la polimerasa. Las mutaciones responsables
de resistencia a los NNRTI se producen en el bolsillo hidrofébico (pocket) de union.
Una Unica mutacion puede producir un alto nivel de resistencia a uno o mas

farmacos de esta familia (barrera genética baja) (Tabla V).

La resistencia aparece rapidamente cuando uno de los NNRTI es
administrado en monoterapia, o si la supresién viral no es completa. En la mayoria
de los ensayos fenotipicos la pérdida de sensibilidad para cada uno de los

inhibidores comercializados es de varias decenas a cientos de veces.
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Tabla V. Mutaciones de resistencia a los inhibidores de la transcriptasa inversa no anélogos
de nucledsidos (NNRTI).

Farmaco NVP EFV ETR RPV
Grupo 3 L100l L100I K101P
(3 puntos) K101P K101P Y1811V
K103N/SIT K103N/SIT Y188L
VI106A/M V106A/M
Y181C/I/S Y181C//SV
Y188C/H/L Y188C/H/L
G190A/C/E/Q/SITIV G190A/C/E/IQ/ISITIV
M230L M230L
Grupo 2 K101E P225H L100I K101E*
(2 puntos) V179F F227C K101P E138K*
F227C E138K Y181C
K238N/T F227C F227C
Y318F Y181C/IV M230L
M230L
Grupo 1 A98G A98G A98G Va0l
(1 punto) K101H/N K101E/H/N K101EMH L100l
K103R K103R V106A/1/M E138A/G/RIQ
V108I vV108I E138A/G/Q V179F/L
E138K/Q E138K/Q V179D/E/FNILUNIT GI90E
V179D/E/M V179D/E/F/IM Y181S HZ221Y
P225H K238N/T Y188L M230I
F22710Y Y318F G190A/C/E/Q/SITIV
P225H
K238N/T
Interpretacion > 3 puntos = Resistente (R)
< 2 puntos = Sensible (S)

*M184l incrementa la resistencia a RPV cuando aparece en combinacién con E138K o K101E.
Polimorfismos frecuentes en subtipos no B en posiciones de resistencia: V90I, A98S; V179l
ITINAN: inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de nucleosidos; NVP: nevirapina; EFV:

efavirenz; ETR: etravirina; RPV: rilpivirina.

Las mutaciones que confieren resistencia a NNRTI comprometen en mayor
0 menor grado la respuesta a todos ellos. EI cambio K103N es el mas frecuente y
produce una pérdida de sensibilidad de 20-50 veces a los tres NNRTI. EI cambio en
el codon 181 compromete, sobre todo, la sensibilidad a NVR Otra mutacion impor-
tante es M230L, que disminuye la sensibilidad a EFZ alrededor de 20 veces, 40 a
NVP y 60 a DLV3. Actualmente se encuentran en fases avanzadas de estudio
nuevos NNRTI que presentan actividad frente a aislados altamente resistentes a
NVP y EFZ. EI TMC125 es un nuevo NNRTI que ha sido disefiado con una elevada
barrera genética y es activo frente a virus que contienen hasta tres mutaciones

asociadas con resistencia a NNRTI incluyendo Y181C/I33.
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1.1.9.6. Resistencia a los inhibidores de la fusion

La entrada del virus en la célula es un proceso que requiere varios pasos.
Cada uno de ellos representa una nueva diana para el disefio de antirretrovirales.
Asi, pues, tendremos inhibidores de la union del virus al CD4, antagonistas de
CCR5 0 CXCR4, e inhibidores de la fusidon del virus con la membrana celular. Los
Unicos comercializados hasta el momento son los inhibidores de fusion. Los
antagonistas de CCR5 se encuentran en fases avanzadas de estudio en ensayos
clinicos ***' 22, Nuestro conocimiento sobre la resistencia clinica de los inhibidores
de la fusioén se limita a la enfuvirtida (ENF), el Unico farmaco de este tipo utilizado
en la actualidad. ENF se ha administrado a pacientes con fracaso a casi todos los
antirretrovirales. En estos pacientes, ejerce una fuerte actividad antiviral, pero dado
gue el resto de antirretrovirales empleados en la misma combinacion suelen haber
perdido una parte importante de su actividad, la respuesta al farmaco es a menudo

transitoria'®®.

Las mutaciones de resistencia a ENF surgen en la subunidad gp4l de la
glicoproteina de la envoltura (Fig. 1). Las principales mutaciones de resistencia a
ENF abarcan del aminoacido 36 al 45 de la gp41, en el dominio HR1, pero
conforme avanza la investigacion en este campo se estan descubriendo nuevas
mutaciones. Concretamente, es de esperar que las mutaciones en HR1 se
acomparfien de otras en HR2 para compensar la reduccién de la eficacia del
plegamiento HR1/HR2 que se produce como consecuencia de las mutaciones en
HR1. Se ha observado un amplio rango de susceptibilidad a ENF en aislados
virales de pacientes naive asi como en individuos que ya han acumulado
mutaciones de resistencia a ENF44. Los determinantes de esta variabilidad pa-
recen ser independientes de polimorfismos en la region HR143. Estudios in vitro
sugieren que la afinidad de la envuelta del virus por el correceptor, asi como el
nivel de expresion de los correceptores en la célula diana son, respectivamente,

determinantes virales y celulares de la eficacia de los inhibidores de la entrada ***.

De este modo, altos niveles de expresion del correceptor CCR5 en la célula

pueden inducir un mayor grado de resistencia a ENF. En cuanto a los antagonistas
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de CCR5, poco conocemos de la aparicion de resistencias a los mismos. Se han
propuesto dos mecanismos posibles: 1) desarrollo de mutaciones en el loop V3 del
gen de la envuelta, y 2) cambios en el tropismo del virus de CCR5 a CXCR4. Sin
embargo, los estudios in vitro llevados a cabo sugieren que la aparicion de
resistencias en la region V3 podria ser el mecanismo mas frecuente sin observarse
hasta ahora resistencia cruzada entre los distintos antagonistas en estudio *#3%°,
En cuanto al cambio dé tropismo, estaria mas bien mediado por la presencia de
poblaciones minoritarias de virus con tropismo CXCR4 en el conjunto de las
quasispcies. Estas emergerian tras la administracion de los antagonistas de CCR5

y no por un cambio en el tropismo de los virus que son R5 trépicos 4.

1.1.9.7. Interpretacion de las pruebas de resistencia

Para que las pruebas genotipicas y fenotipicas orienten sobre el tratamiento
idoneo en las personas VIH+, sus resultados deben ser sometidos a interpretacion.
Las empresas que fabrican u ofrecen métodos de andlisis de resistencias
incorporan métodos propios de interpretacion de los datos y adjuntan informes
faciles de entender que ofrecen recomendaciones claras. Sin embargo, uno de los
principales retos a los que se enfrentan los investigadores en este campo es el
desarrollo de sistemas de interpretacion con significado clinico. Un virus definido in
vitro como susceptible a un farmaco puede no responder al mismo in vivo, donde
muchos otros factores, tales como la concentracion e interacciones farmacologicas
y la eventual toxicidad, pueden comprometer su eficacia. Asimismo, el hecho de
gue se evidencie in vitro una reduccion de susceptibilidad al mismo no significa
necesariamente que se producira un fracaso. Por ultimo, debemos recordar que los
ensayos de resistencias nos proporcionan informacién sobre las poblaciones
virales mayoritarias al momento de practicar el estudio, que desde luego estaran
influenciadas por el tratamiento antirretroviral al cual se ha presentado el fracaso,
por lo que el hecho de no encontrar una mutacion presente no debe interpretarse
como que la misma no pueda hallarse en una quasispecies minoritaria y no

documentada en el estudio.
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1.1.9.8. Transmision de la farmacoresistencia en el VIH

La transmision de cepas resistentes a una o mas clases de farmacos
antirretrovirales es conocida como farmacorresistencia transmitida o resistencia
primaria, y frecuentemente es el resultado de un mal control de la medicacion del
paciente VIH positivo (abandono o mal manejo de TARV) y una fallida campafa de
prevencion de nuevas infecciones. La OMS clasifica la resistencia transmitida a las
clases farmacoldgicas como baja (<5%), intermedia (5-15%) y alta (>15%),
obtenida de un numero definido de sujetos con no mas de tres afios de haber
contraido VIH y que no presenten antecedentes de haber recibido tratamiento

antirretrovirico.

1.2 JUSTIFICACION

El desarrollo de antirretrovirales representa un inmenso logro ante la lucha
contra el VIH a nivel mundial, y actualmente México se encuentra en el proceso de
lograr la cobertura universal del tratamiento para las personas viviendo con VIH en
el pais. Segun datos de ONUSIDA, para 2010 México se encontraba en el grupo de
paises con cobertura antirretroviral entre el 60% y el 79%. Sin embargo la
administracion de la terapia ARV no asegura un decremento en la carga viral hasta
niveles indetectables (menor a 50 copias/ml), factores tales como desapego a la
terapia o la aparicion de resistencias a los ARV pueden resultar en falla virolégica
ante el esquema terapéutico de primera linea ocasionando asi el cambio a un

esquema de rescate, generalmente mMas costoso.

Se han realizado diversos estudios para establecer la prevalencia de
farmacorresistencia debida a mutaciones entre pacientes VIH positivos, sin
embargo es escasa la informacion que se encuentra publicada referente a México,
en la investigacion que realizo Avila Rios y colaboradores en 2011 solo se
analizaron muestras de pacientes virgenes a tratamiento en la Republica Mexicana,
por lo que es de vital importancia que se realicen estudios como este en el que se

43



involucre también a pacientes que ya se encuentran sometidos a los esquemas de
tratamientos que establece la Secretaria de Salud para probar o descartar una
diferencia en cuanto al tipo de mutaciones encontradas en pacientes tratados y sin
tratamiento. Con la realizacion de este proyecto se pretende obtener datos
epidemiologicos de farmacorresistencia al VIH en la ciudad de Tijuana Baja
California, sobre las mutaciones mas prevalentes que confieren resistencia a los
ARV, con el fin de colaborar en el uso adecuado y racional de los mismos para
reducir la necesidad de cambio de esquemas terapéuticos de primera linea por
otros de segunda o tercera que resultan mas costosos y su acceso es limitado,
ademas de difundir informaciéon que pueda ser de utilidad para la Secretaria de
Salud en futuras revisiones a los esquemas de tratamiento aplicados en nuestra
region, finalmente buscando beneficiar directamente a pacientes bajo tratamiento o

gue necesitan iniciarlo.

1.3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Durante el 2011, la Organizaciéon de las Naciones Unidas y SIDA (ONUSIDA)
reportd que para finales del afio 2010, cerca de 34 millones de personas vivian con
infeccion por el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) en el mundo. Para la
region de América Latina, en la que se incluye a México, la prevalencia de VIH en
poblacién adulta se aproxima al 0.4%. En ésta region cerca de 1.5 millones de
personas vivian con VIH y durante 2010 ocurrieron cerca de 100 mil nuevas

infecciones.

En México la epidemia continla siendo concentrada en hombres que tienen
sexo con hombres, personas que usan drogas inyectables, hombres trabajadores
sexuales y en menor medida en mujeres trabajadoras sexuales y personas
privadas de la libertad. Al 30 de junio de 2012 se habian diagnosticado y registrado
mas de 157,000 casos acumulados de SIDA, y mas de 41,000 casos acumulados
de VIH, de los cuales el 73.5% corresponde a hombres y el 26.5% a mujeres. En
Baja California la proporcién de casos con respecto al total del pais es de 4.1%,
después del Distrito Federal (21.9%), Veracruz (13.1%), Edo. De México (5.9%) y
Chihuahua (4.8%). Ademas segun informacion del CENSIDA Baja California, en
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conjunto con Veracruz y Tabasco eran hasta 2011 las entidades con mayor
mortalidad asociada al SIDA. Debido a que la pandemia por VIH continua
expandiéndose, los esfuerzos por abastecer las necesidades de farmacos
antirretrovirales (ARV) cada vez son mayores. Para el 2010 México contaba con

una cobertura antirretroviral entre 60% y 79%.

A pesar de los grandes beneficios que el implemento de las terapias
antirretrovirales ha ofrecido, la mayoria de los pacientes presentan fallo en la
terapia ya sea por falta o pérdida de supresion viral. Uno de los inconvenientes
asociados a falla virologica, ademas de las toxicidades, es la resistencia a los
farmacos antirretrovirales (ARVS). La resistencia a ARVs estad definida por la
aparicién de mutaciones en el genoma del virus®”. Estas mutaciones pueden
presentarse durante el tratamiento o estar presentes en paciente que aun no han
recibido terapia, esto sugiere que la transmision de cepas resistentes del virus
puede darse de un individuo a otro. Actualmente la terapia antirretroviral consiste
en el uso de al menos tres farmacos ARV con dos mecanismos de accion
diferentes, el mayor beneficio de ésta estrategia de terapia es reducir el tamafio de
la poblacion del virus y consecuentemente la probabilidad de que ocurran
mutaciones. En México son muy pocos las investigaciones que se han realizado
para establecer e identificar la prevalencia de éste tipo de mutaciones en las cepas
del VIH circulante en la poblacion. Es por eso que surge la pregunta: cudl es la
prevalencia de mutaciones que confieren farmacorresistencia al VIH en pacientes

infectados en la ciudad de Tijuana.

1.4 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es la epidemiologia molecular y prevalencia de mutaciones que confieren
farmacorresistencia al VIH en pacientes infectados en la ciudad de Tijuana Baja

California?

1.5 OBJETIVOS
1.5.1. Objetivo General:
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Describir la epidemiologia molecular y prevalencia de mutaciones que confieren
farmacorresistencia al VIH en pacientes infectados en la ciudad de Tijuana Baja

California.

1.5.2. Objetivos Especificos:

1.- Estandarizar diferentes metodologias de biologia molecular para la investigacion
en VIH.

2.-ldentificar los diferentes subtipos y formas recombinantes del VIH en una
poblacion de Tijuana Baja California.

3.-ldentificar mutaciones que confieren resistencia en el genes de la proteasa y
retrotransciptasa del VIH.

4.-Correlacionar las mutaciones encontradas con la resistencia a los

antirretrovirales y su asociacion a las variantes virales.

CAPITULO I

2.1 METODOLOGIA

2.1.1 Poblacién

Nuestra poblacion de estudio seré referida por los médicos que colaboran en
el Centro Ambulatorio para la Prevencion en SIDA e Infecciones de Transmision
Sexual, CAPASITS Tijuana. Se obtendra un minimo de 100 muestras sanguineas

provenientes de personas VIH positivas que cumplieron con los siguientes criterios.

e Criterios de inclusion:
Pacientes VIH positivos de ambos sexos, mayores de 17 afios que den por escrito
el consentimiento informado y que hayan presentado, en menos de tres meses

atrds, una carga viral por encima de 1000 copias por ml.
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e Criterios de exclusion:
Pacientes menores de edad y que no se conocia su carga viral a la toma muestra

sanguinea.

e Criterios de eliminacion:
Pacientes VIH positivos sin consentimiento firmado, asi como a los pacientes a los

cuales no se les haya podido realizar la toma de muestra.

2.1.2. Disefio del estudio

Este estudio es de tipo descriptivo transversal observacional, ya que se
proceso una sola muestra de los pacientes con diagnéstico de VIH positivo y no se
realizard un seguimiento posterior. El tamafio de la muestra fue calculado
considerando un total en Tijuana Baja California de 1000 personas mayores de 18
afios con diagnostico VIH positivo, para el calculo del tamafio de muestra se
considerd un nivel de confianza de 95% (z=1.96) y un error muestral de 0.05, lo
gue nos revela una muestra de 100 participantes.

2.1.3. Variables

Las variables analizadas en la investigacion, se definen a continuacion
(Tabla VI) y se obtuvieron mediante el cuestionario aplicado a los participantes, la
revision de expedientes electronicos SALVAR y el analisis de los datos obtenidos a
partir del trabajo experimental, amplificacion y secuenciacion de las muestras

recolectadas.

Tabla VI. Operacionalizacion de las variables.

Variable Tipo de Operacionalizacién Categorizacion
variable
Edad Cuantitativa Afios cumplidos el dia de | 18, 19, 20, 21, 22,
discreta la toma de muestra. 23...aMfos.
Género Cualitativa Género biolégico que | Femenino y Masculino.
dicotdmica pertenezca.
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Estado civil Cualitativa Estado civil Soltero, casado, viudo,
nominal divorciado, union libre.
Ocupacion Cualitativa Trabajo que desempenia. Profesionista, empleado,
nominal desempleado,
estudiante, ama de casa,
otro.
Grado de estudio Cualitativa Nivel de estudios del | Ninguno, primaria,
nominal participante. secundaria, bachillerato,
técnica, profesional.
Sabe leer y escribir Cualitativa Conocimiento de lectura y | Siy No.
dicotdmica escritura.
Estado de nacimiento Cualitativa Estado de la republica en | Baja California, Sonora,
nominal que nacio. Michoacan, Estado de
México...
Tiempo de radicar en | Cuantitativa Tiempo en afios de vivir | 1,2, 3,4,5....
Tijuana discreta en la ciudad de Tijuana.
Residencia Fronteriza Cualitativa Antecedente de radicar en | Siy No
dicotébmica alguna ciudad que sea
frontera con México
Idiomaingles Cualitativa Conocimiento del idioma | Siy No
dicotémica ingles
Cruce legal a EU Cualitativa Capacidad de entrar de | Siy No
dicotémica forma legal a los Estados
Unidos
Cruce ilegal a EU Cualitativa Antecedente de entrar a | Siy No
dicotdmica los Estados Unidos de
forma ilegal
Deportado Cualitativa Antecedentes de haber | Siy No
dicotdmica sido deportado a México
por el gobierno de los
Estados Unidos
Residencia en EU Cualitativa Antecedentes de haber | Siy No
dicotdmica radicado en los Estados
Unidos
Trabajo en EU Cualitativa Antecedentes de haber | Siy No
dicotomica laborado en los Estados
Unidos durante el tiempo
de radicar en dicho pais
Atencion para VIH en EU | Cualitativa Antecedente de haber | Siy No
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dicotdmica

recibido atencién médica
y tratamiento para VIH en

Estados Unidos.

Preferencia sexual Cualitativa Género con el que el | Heterosexual,
nominal participante se identifica. homosexual o bisexual
Trabajador sexual Cualitativa Antecedente de | SiyNo
dicotdmica desempefiar o haber
desempefiado el trabajo
sexual
Relaciones sexuales con | Cualitativa Referencia de  haber | Siy No
sexoservidores dicotémica intercambiado dinero por
relaciones sexuales
Uso de drogas ilegales Cualitativa Uso actual o previo de | Ninguna,
nominal drogas de abuso Metanfetaminas,
Heroina, Marihuana,
Cocaina
Preso en reclusorio Cualitativa Antecedente de haber | Siy No
dicotémica sido recluso en algin
centro penitenciario
Afio diagnéstico VIH+ Cuantitativa Afio de la fecha de | 1998, 1999, 2000, 2001,
nominal diagndstico VIH positivo 2002...
Lugar de diagndstico Cualitativa Ciudad en la que se | Tiuana, Mexicali, Cd.
nominal diagnostico VIH positivo De México...
CV al momento del | Cuantitativa Primer Carga Viral NUumero de copias de
diagndstico continua reportada en SALVAR. VIH por mililitro de
sangre.
CD4 al momento del | Cuantitativa Primer recuento de | Nimero de células por
diagndstico continua linfocitos CD4 en | milimetro  cubico de
SALVAR. sangre.
CV actual Cuantitativa Carga viral realizada no | NUmero de copias de
continua mayor a tres meses | VIH por milltro de
previos a la toma de | sangre.
muestra.
CD4 actual Cuantitativa Recuento de linfocitos | Nimero de células por
continua CD4 reportado en Salvar | milimetro  cubico de
no mayor a tres meses | sangre.
previos a la toma de
muestra.
Infecciones Cualitativa Co-Infecciones Sifilis, Gonorrea,
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concomitantes nominal diagnosticadas previo o al | Chlamydia, Herpes,
momento de la toma de | VPH, Tuberculosis, Otro
muestra.
TARV Cualitativa Consumo de Tratamiento | Siy No
dicotdmica antirretroviral
Esquema de tratamiento | Cualitativa NUimero de esquema de | ler. a 4to. esquema
nominal tratamiento actual. ARV
Abandono de Cualitativa Antecedente de | Siy No
tratamiento dicotdmica abandonar el uso de
farmacos antirretrovirales
Clasificacién del VIH Cualitativa Subtipo del VIH segin se | Subtipos A, B, C, D, F,
nominal secuencia genética G, H, J, K y formas
recombinantes
Mutaciones en el | Cualitativa Cambios en los | Se nombran con una
genoma del VIH nominal nucleétidos en los genes | inicial que corresponde
de la proteasas y la retro | al nucle6tido de la cepa
transcriptasa referencia, el numero de
posicion en el genoma y
la inicial del nuevo
nucledtido, p ej. K65R,
M184W.
Farmacorresistencia Cualitativa Definida por el analisis de | Prevalencia en numero
nominal las mutaciones | de pacientes

encontradas en la base de
datos de la Universidad
de Stanford.

farmacorresistentes por

cien.

Variables utilizadas en el proyecto de investigacion.

2.1.4. Tomade muestra

La toma de muestra sanguinea se realiz6 en un lugar perfectamente

iluminado, privado y sin transito de personas para evitarle estrés a los pacientes.

Se localiz6 una vena adecuada en alguno de los brazos y se desinfecté el area

con un algodén humedecido con alcohol al 70%, se coloc6 el torniquete, y

posteriormente se realizd la puncién con uso de agujas de toma mudltiple con

broche de seguridad BD vacutainer.
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Se recolectaron 8 ml de sangre total en tubos con anticoagulante EDTA de
al completar el volumen requerido de muestra se retird la aguja y se colocoé una
torunda con alcohol sobre el sitio de puncién ejerciendo presion para detener la
hemorragia. Las muestras se identificaron con un ndmero clave consecutivo,
iniciales del paciente y fecha. Un criterio para rechazo de muestras fue la presencia
de hemolisis. Para asegurar su viabilidad las muestras fueron trasportadas y

almacenadas hasta su proceso en hieleras a 4°C.

2.1.5. Transporte de muestra

Las formas y procedimientos de embalaje, transporte y disposicion final del
material utilizado (muestras y desechos) en los procesos del analisis del estudio se
elabor6é tomando como referencia los siguientes documentos y normas oficiales
mexicanas.

1. Organizacion Mundial de la Salud. Guia para el transporte seguro de
substancias infecciosas y especimenes diagndsticos de la OMS-Division
para la Vigilancia y el Control de Enfermedades Emergentes y otras
Enfermedades Transmisibles, Ginebra, 1997.

2. Norma Oficial Mexicana NOM-051-SCT2/1995, Especificaciones especiales
y adicionales para los envases y embalajes de las substancias peligrosas de
la division 6.2 agentes infecciosos.

3. Norma Oficial Mexicana NOM-003-SCT/2000, Caracteristicas de las
etiguetas de envases y embalajes destinadas al transporte de sustancias,
materiales y residuos peligrosos.

4. Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion ambiental -
Salud ambiental - Residuos peligrosos biologico-infecciosos - Clasificacion y

especificaciones de manejo.

2.1.6. Aislamiento de leucocitos

El mismo dia de la toma las muestras se centrifugaron a 1500 rpm por 10

min para el aislamiento de globulos blancos y plasma. En un tubo falcon estéril de
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15mL se vertio la banda de células blancas y el tubo se rellené hasta 15mL con
solucion de lisis de eritrocitos (cloruro de amonio), el plasma se separ6 para la
precipitacion viral que se describe mas adelante. Se dejoé reposar por 10 minutos a
temperatura ambiente, mezclando unas dos a tres veces durante ese reposo, y se
centrifugd por 10 minutos a 1500 rpm. El sobrenadante es desech6 absorbiendo
con una pipeta transfer desechable y el pellet de leucocitos se lavo 2 veces con
PBS a temperatura ambiente. Para los lavados se suspendio el pellet celular en 15
ml de PBS y se centrifugé de nuevo a temperatura ambiente por 10 minutos a
2,000 rpm. Después de la ultima lavada se suspendio el pellet en 1000 pyL de PBS.
La extraccion de ADN se realiz6 sobre 500 yL de la suspension final de leucocitos

(el restante se congel6 a -80°C para usos posteriores).

2.1.7. Separacién de plasmay precipitacion viral

El plasma separado por centrifugacion en el paso anterior fue transferido a
tubos eppendorf de 1.5 ml y centrifugado a 4°C a una velocidad de 15000 rpm por
un lapso de 40 minutos. Se form6é un pellet en el que se encuentra el VIH
concentrado. El pellet fue directamente usado para la extraccion de ARN viral.

2.1.8. Extraccion de ARN viral

El pellet de los tubos eppendorf se combiné en un solo tubo, en los casos en
gue se concentr6 en mas de un tubo. La combinacion se realizé decantando con
una pipeta pasteur de plastico estéril el plasma y solo dejando 200 uL en cada uno
de los tubos. Se homogeneizé el pellet con ese plasma y se pasoé lo de todos los
tubos de un mismo paciente a un solo tubo. Una vez con los concentrados virales
en un solo tubo se le agregdé 900 uL de solucién de lisis viral y 40 uL de silica
(captador viral) se mezclo el tubo en el vortex por 15 minutos y se dejo reposar por
10 minutos. Después del periodo de reposo el tubo se centrifugé a 4°C por 2
minutos a 15000 rpm, el sobrenadante se decanté y el pellet de silica con ARN viral
se lavo dos veces con solucion de lavado de ARN. El lavado se realizé adicionando

800 pL de la solucion y resuspendiendo el pellet para luego centrifugarlo a 4°C por
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1 minuto a 15000 rpm. Posteriormente se lavéd otras dos veces con etanol al 75%
usando el mismo procedimiento. Tras las lavadas alcohdlicas se lavo una udltima
vez con acetona mediante el mismo procedimiento. Después de decantar la
acetona se dejo secar por 10 minutos mediante incubacion del tubo con la tapa
abierta a 56°C, la silica no debe durar mas de 1 minuto en incubacion después de
haberse secado. El pellet de silica se disolviéo en 60 uL de agua tratada con DEPC
e incubada por 10 minutos a 56°C (tubo tapado) tras la incubacién se centrifugo el
tubo por 2 minutos a 14000 rpm en temperatura de 4°C. Usando una micropipeta
de 100 pL se extrajo la fase acuosa y se paso6 a un tubo eppendorf estéril. EI ARN
extraido pudo ser congelado a -80°C o directamente usado para la

retrotranscripcion.

2.1.9. Extracciéon de ADN de leucocitos

A) Digestion proteica
A 500 pL del aislado de leucocitos se afiadieron 100 pyL de solucion de lisis celular
y 30 pL proteinasa K. El tubo se mezcldé muy bien con el vortex y se incubd a 37°C

con agitacion durante toda la noche.

B) Purificacién de ADN
Al tubo (con la mezcla turbia digerida durante la noche) se afiadieron 500 pL

fenol:cloroformo:alcohol isoamilico. Se agitd con el vértex y se centrifugd a 4°C por
15 minutos a 14000 rpm. Se traspasoé cuidadosamente la fase acuosa superior a un
tubo nuevo de 1.5 mL y se repitio6 el paso usando Unicamente 400 pL de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico. Se le afiadié un volumen de cloroformo y se
agitd manualmente. Posteriormente se centrifugd a 4°C durante 15 minutos a
14000 rpm. Se traspasO cuidadosamente la fase superior a otro tubo, poniendo

atencion en no llevarse por aspiracion las fases intermedia e inferior.

C) Precipitacion de ADN
Se afadieron 2 volimenes de etanol absoluto. Se agitdé suavemente hasta
observar la aparicion del ADN y se almacend a -20°C por 15 minutos. Se centrifugo
a 14000 rpm por 8 minutos a 4°C. Se decantd el etanol absoluto y el pellet se lavo

con etanol al 75% resuspoendiendo el pellet en 1 ml de alcohol al 75% vy
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centrifugando de nuevo a 4°C por 8 minutos a 14000 rpm. Se decantd por ultima
ves el etanol y se dej6 secar el pellet por espacio de 10 minutos con la tapa abierta

dentro de la camara de flujo laminar.

D) Elucién de ADN
El pellet extraido se eluy6 en 100 uL de agua libre de DNasas adicionando el agua

y dejando reposar por 4 horas a 4°C.

2.1.10. Cuantificacion de ARN

Se cuantifica el ARN extraido mediante el uso del kit comercial RiboGreen
(Invitrogen) el cual permite la cuantificacion del ARN mediante una reaccién que
emite fluorescencia y la correlacion con los datos de emisiéon de una curva de
calibracion previamente generada usando concentraciones de ARN establecidas.
Se diluyeron 5 pL del ARN extraido en 95 pL de buffer TE (libre de nucleasas), al
mismo tiempo se diluyd 1 uL del reactivo Ribogreen en 199 uL de buffer TE para
usar como blanco. Ambas soluciones se mezclan y se deja incubar por 5 minutos a
temperatura ambiente protegiendo la reaccion de la luz, para luego detectar la
fluorescencia emitida en el fluorospectrofotometro nanodrop usando 2 uL de la

solucion final en la microcelda con una excitacion a 500 nm y emision a 525 nm.

2.1.11. Cuantificacion de ADN

La cuantificacion y comprobacion de la calidad del ADN se realiza mediante
la absorbancia a 260 y 280 nm en un espectrofotometro de luz UV/Vis. Se
mezclaron 20 pyL del ADN extraido con 980 yL de agua libre de nucleasas y se
realizd la lectura de absorbancia a ambas longitudes de onda. Se calculé la
relacion 260/280 para ver la presencia de contaminantes en la extraccion y se
utilizé la absorbancia a 260 nm para calcular la concentracion del ADN usando los

factores de dilucion correspondientes.
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2.1.12. Retrotranscripcién

La retrotanscripcion es una reaccion quimica que permite la sintesis de una
cadena complementaria de ADN (llamada cADN) para una muestra de ARN. El
objetivo de este procedimiento es generar una cadena molde de cADN viral para
hacer posible la amplificacion de los segmentos genéticos del VIH de la Proteasa,
Retrotranscriptasa y la tercera region variable (V3 loop) de la gpl20 del VIH
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa o PCR. Para la retrotrasncripcion
se uso el kit comercial de Invitrogen, Super Script Ill. El procedimiento consta de
dos pasos. El primer paso es la hibridacién de los oligonucleoétidos (disefiados al
azar e hibridan sobre multiples regiones del ARN viral) a la cadena blanco de ARN
del VIH. La mezcla de reactivos que se utiliz6 para el paso de hibridacion se
presenta en la Tabla VII.

Tabla VII. Mezcla de hibridacién de retrotranscripcion.

Reactivo Volumen
ARN extraido y suspendido en 8.8 uL
agua DEPC
dNTP’s 10 mM 1uL
Oligonucleotido R 10 uM luL
VOLUMEN FINAL 10.8 uL

Descripcién. La mezcla de hibridacion para la reaccion de retrotranscripcién utiliza los siguientes
reactivos. ARN: &cido ribonucleico del VIH extraido del plasma de cada paciente y diluido en agua
DEPC, doble destilada, esterilizada y filtrada con membrana de 0.2um (DEPC: el dietilpirocarbonato
es usado para inhibir la accién de las ARNasas, proteinas capaces de degradar al ARN). dNTP’s:
los deoxiribonucleotidos son las moléculas usadas para la sintesis del cADN (ADN
complementario). Oligonucleétidos: estos son sintetizados al azar con dNTP’s se hibridan a

multiples regiones del ARN viral lo que permite la amplificacion de los 9kb del genoma del VIH.

La mezcla de reactivos que se muestra en la Tabla 1 se incub6 en un

termociclador a 75°C por un lapso de 5 minutos. Después de pasados los 5
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minutos a dicha temperatura, el tubo de reaccion se incub6 en hielo por 1 minuto.
Tras el lapso de incubacién en hielo, se realizo el segundo paso de la reaccion de
retrotranscripcion, la sintesis del cADN. Durante este paso se le adicionan los
componentes quimicos necesarios para que la enzima retrotranscriptasa sintetice
una cadena molde de cADN por cada cadena de ARN presente en la muestra. La

mezcla quimica de sintesis se presenta en la Tabla VIII.

Tabla VIII. Mezcla quimica de sintesis de cADN en la retrotranscripcion

Reactivo Volumen
Buffer 10X 2 uL
25 mM MgCl, 4 uL
0.1 MDTT 2L
RNAsa OUT 1puL
Retrotranscriptasa 0.2 puL
VOLUMEN FINAL 9.8 uL

Descripcién. Buffer 10X: este compuesto es un amortiguador salino que consta de 200
mM Tris HCI pH 8.4 y 500 mM KCI y es usado para amortigual el pH durante la reaccion.
MgCl,: el cloruro de magnesio a una concentracion final de 5 mM es necesaria para
estabilizar los componentes de la reaccion. DTT: el ditiotreitol es usado para inhibir las
ARnasas. RNasa OUT: este compuesto es un inhibidor recombinante que elimina la
accion de las ribonucleasas.

La mezcla de sintesis que se muestra en la Tabla 2 se realiz6 y mantuvo en
hielo todo el tiempo. Después de adicionada la mezcla quimica de sintesis de
cADN el tubo se incubd en un termociclador a 25°C por 10 minutos, seguidos de 50
minutos a 55°C y 5 minutos mas a 80°C. Después de este ciclo de temperaturas la
reaccion se congel6 a -20°C o se prosiguié directamente a la PCR.
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2.1.13. Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Los segmentos genéticos de la Proteasa, Retrotranscriptasa y el tercer
segmento variable de la gp 120 se amplificaron mediante la técnica de la reaccidon
en cadena de la polimerasa (PCR) Para la amplificacion de cada segmento se

usaron los siguientes oligonucleétidos, Tabla VIII.

Tabla VIII. Oligonucleétidos usados en la PCR.

Oligonucleoétido Secuencia Tm
3RT acc cat cca aag gaa tgg agg 60.6
CIPOL1 gga aga aat ctg ttg act cag 58.8
5RT aaa tcc ata caa tact cc agt a 53.6
V3Fin gaa cag gac cag gat cca atg tca gca cag tac aat 60
V3Bin gcg tta aag ctt ctg ggt ccc ctc ctg ag 60

Descripcién. Los oligonucle6tidos 3RT, 5RT y V3Bin son reversos mientras que CIPOL1 y V3Fin
son derechos. Tm: es la temperatura a la cual la mitad de las moléculas de oligonucleétidos se
deshibridan de sus secuencias complementarias y su temperatura de hibridacion se encuentra

generalmente 5°C por debajo de su Tm.

Los oligonucleétidos externos para la region de la Proteasa y la
Retrotranscriptasa son 3RT y CIPOL1 (dan un fragmento amplificado de 734 pb)
mientras que los oligonucledtidos internos para esas mismas regiones son 3RT y
5RT (dan un fragmento de 534 pb), los oligonucleétidos V3Fin y V3Bin fueron
usados en ambas reacciones del protocolo semianidado (estos dan un segmento

de amplificacion de 406 pb).

Para la PCR se utilizé el kit comercial de Roche Taq Polimerace. El reactivo
requiere una cadena de ADN molde, los cebadores, ADN Polimerasa,
desoxiribonucleotidos trifosfato (ANTPs) y una solucion buffer conteniendo iones de
magnesio. El volumen final de la reaccién fue de 12.5 pL. Las temperaturas y las
concentraciones para las reacciones de amplificacion fueron estandarizadas y las
condiciones finales fueron las presentadas en la Tabla IX y Tabla X. Los

segmentos se amplificaron mediante una reaccion semi anidada que usa 1 yL de
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una dilucion en proporcion 1:100 de la PCR en la primera ronda sobre una segunda

ronda con oligonucleétidos internos complementarios al segmento amplificado en la

primera ronda.

Tabla VIX. Componentes de reaccion para la amplificacion de genes.

Componente Volumen pL Volumen uL
1R 2R
Agua 4.625 6.625
dNTP 10mM clu 0.5 0.5
Oligo F 10 uM 1 0.5
Oligo R 10 uM 1 0.5
cADN 2 1
MgCl, 25mM 2 2
PCR Buffer 10X 1.25 1.25
Polimerasa 0.125 0.125
Volumen total 12.5 12.5

Descripciéon. La mezcla de PCR utiliza los siguientes reactivos. cADN: las cadenas de

ADN complementario sintetizadas durante la RT-PCR son utilizadas como molde para
amplificar las secciones genéticas de interés en el VIH. dNTP’s: los deoxiribonucleotidos
son las moléculas usadas para la sintesis del ADN durante la PCR. Oligonucledétidos: los F
son los derechos y los R son los reversos, se utilizan los oligonucleétidos descritos en la
tabla VIII que son especificos para las regiones del genoma del VIH. Buffer 10X: este
compuesto es un amortiguador salino que consta de 200 mM Tris HCI pH 8.4 y 500 mM
KCl y es usado para amortiguar el pH durante la PCR. MgCl,: el cloruro de magnesio es
necesario para estabilizar los componentes de la reaccion tales como la polimerasa y los
dNTP’s.

Las concentraciones de la PCR se obtuvieron mediante la estandarizacion
de reacciones y los oligos de semianidacion fueron 3RT y CIPOL1 en la primera
ronda, 3RT y 5RT en la segunda ronda para los segmentos de la Proteasa y
Retrotranscriptasa. Para el segmento de la gpl20 se usO el mismo par de
oligonucledtidos en ambas rondas de PCR V3Fin y V3Bin.
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Tabla X. Temperaturas y ciclos de reaccion de PCR.

Temperatura Tiempo

95°C 10 min 1 ciclo
95 °C 30 seg

50 °C 30 seg 35 ciclos
72°C 1 min

72°C 15 min 1 ciclo

4 °C detener

Descripcién: La PCR consta de un paso de desnaturalizacion inicial que permite la deshibridacién
de la doble cadena de ADN presente en la muestra, un paso de hibridacién que permite la unién de
los oligonucledtidos especificos a las regiones de interés del genoma del VIH y por ultimo un paso

elongacién que permite a la poliomeraza la sintesis de cadenas complementarias al ADN del VIH.

Las condiciones sobre las temperaturas y ciclos que se usaron para la PCR
se estandarizaron usando el termociclador CFX384 touch real-time PCR detection
system (Bio-rad). Para la amplificacion de todos los segmentos del VIH se usaron
las mismas condiciones de temperatura y cantidad de ciclos.En el primer paso de la
PCR, la mezcla de los componentes de la reaccién se incuba a temperatura alta
(95°C) permitiendo la desnaturalizacion de las cadenas de cADN molde por 10
minutos, en el segundo paso, se realizaron 35 ciclos de la reaccion que se incuba a
temperatura alta (95°C), se enfria hasta la temperatura de hibridacion, la cual
normalmente esta cercana a los 50°C y los cebadores se unen al extremo 5 de
cada una de las dos cadenas separadas del cADN molde; en el tercer paso, la
temperatura se eleva a 72°C y los cebadores unidos a la cadena de ADN molde
sirven como punto de inicio de la sintesis de las nuevas cadenas de ADN esta
etapa de incubacion tomdé 60 segundos, dicha secuencia de tres pasos
corresponde a un ciclo de PCR. Posteriormente se realizd un solo ciclo de
elongacion terminal a 72°C por 15 minutos asi como una incubacion final de 4°C

hasta que la reaccion se retira del termociclador y se congel6 el producto a -20°C.

2.1.14. Andlisis de productos en gel de agarosa

La electroforesis en gel de agarosa es una técnica que permite la separacion

de muestras de &cidos nucleicos de diferente tamafio en pares de bases. El
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fundamento de su desarrollo se basa en la capacidad de la agarosa para formar
redes moleculares que impiden a diferentes niveles el paso de moléculas a travées
de sus poros, asi como la misma capacidad del ADN de ser atraido hacia un polo
positivo debido a la presencia de los grupos fosfato en su estructura molecular. El
tamano en pares de bases (pb) de los productos obtenidos durante la amplificacion
por PCR de los segmentos genéticos del VIH se analiz6 mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer TE 1X corrida durante 50 minutos
a 60 mV. Se utiliz6 un marcador de peso molecular de 100 pb que permite la

comparaciéon de la muestra con dicho marcador.

2.1.15 Extraccion del producto de PCR del gel de agarosa

Para extraer el ADN producto de la PCR que se utilizé para la electroforesis,
se corté la banda correspondiente al producto de interés, cuidando de cortar la
menor cantidad de agarosa posible y se colocé en un tubo eppendorf estéril y se
cubrié en su totalidad con agua DEPC esterilizada vy filtrada, se incubd a 4°C por

una noche.

2.1.16 Purificacion de los productos de PCR

Se realizé con el kit comercial QIAquick siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se separo el agua DEPC tratada con la que se separé el ADN del gel de
agarosa en un tubo eppendorf estéril y se adicionaron 5 volumenes de buffer PB,
se mezcld en vortex. Después se coloca una columna en un tubo colector de 2mly
se paso la mezcla a la columna, se centrifugd a 13,000 rpm por 60 segundos, el
liquido que sobrepaso la columna se descartd y se volvié a colocar la columna para
lavar con 750 pul de Buffer PE, se centrifugd nuevamente a la misma velocidad por
60 segundos, descartamos el liquido que traspaso la columna y se volvio a colocar
la columna en el tubo, se centrifugé nuevamente 60 segundos. Después se coloco
la columna en un tubo eppendorf nuevo y estéril para eluir el ADN, mediante la

adicion de 50 pl de agua grado molecular y una ultima centrifugacion de 60
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minutos. El ADN purificado que pasé al tubo eppendorf, se almacen6 a -70°C,

hasta su secuenciacion.

2.1.17. Secuenciacién Sanger

La secuenciacién se realizé por medio del método enzimatico Sanger que se
basa en una reaccidn de sintesis de ADN, a partir de un ADN de cadena sencilla,
en la que se adhieren nucledtidos que no tienen un grupo hidroxilo en su extremo
3" (ddNTP) para evitar que la ADN polimerasa continle la sintesis con el objetivo
de tener una terminacion especifica en cada cadena formada. El resultado de la
reaccion son fragmentos de ADN doble cadena de distintos tamafios,
posteriormente estos fragmentos son separados en un gel de agarosa para
determinar la secuencia de la muestra. Las muestras procesadas fueron enviadas a

la Universidad de California San Diego (UCSD) donde fueron secuenciadas.

2.1.18. Anédlisis de datos

2.1.18.1 Andlisis demografico

El analisis de las variables demograficas se realiz6 mediante el uso de una
plantila en una hoja de Excel, se calcularon estadisticos descriptivos media y

prevalencia para cada una de las variables.

2.1.18.2 Analisis de farmacorresistencia

El analisis se realizé en la base de datos para deteccién de resistencias en
el VIH de la Universidad de Stanford (http://hivdb.stanford.edu/index.html). ElI
propésito de este programa es estimar qué tan activo sera un ARV contra una
variante del VIH en particular comparandolo con la actividad que presenta ante una
cepa de referencia. Se introdujeron las secuencias en la forma de andlisis de
mutaciones en la base de datos, se “pegan” las secuencias en formato fasta en el
cuadro de texto. Las mutaciones se definen como las diferencias encontradas entre

las secuencias obtenidas y la secuencia de referencia de consenso del subtipo B y
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son caracterizadas como: a) mutaciones de la RT.- mutaciones de resistencia-
NRTI, mutaciones de resistencia NNRTI y otras mutaciones; b) mutaciones de la
PR.- mutaciones mayores de resistencia Pl, mutaciones menores de resistencia-PlI
y otras mutaciones; ¢) mutaciones de la IN.- mutaciones mayores de resistencia IN,
mutaciones menores de resistencia IN y otras mutaciones. La lista de “otras
mutaciones” contiene las mutaciones que tienen poco efecto en la susceptibilidad

al farmaco, mutaciones que representan secuencias de VIH subtipo no-B.

2.1.18.3 Andlisis de subtipos

Al igual que el anadlisis de farmacorresistencia, la deteccién de los subtipos
del VIH se realiz6 en la base de datos de la Universidad de Stanford. Se
introdujeron las secuencias en la forma de analisis de secuencias en la base de
datos, se "pegan’ las secuencias en formato fasta en el cuadro de texto. Cada
secuencia es comparada con una lista de secuencias de referencias del grupo M
del VIH-1 de los subtipos A, B, C, D, F, G, H, J, K, CRFO1_AE y CRF02_AG. El
programa asigna el subtipo que mas se acerca a las secuencias de referencia
(Gifford R et al AIDS 2006).

CAPITULO 1l

3.1 RESULTADOS

3.1.1 Andlisis de variables demograficas y factores de riesgo

Se incluyeron 121 pacientes de la clinica CAPASITS de la ciudad de Tijuana
diagnosticados VIH positivo remitidos entre las fechas de agosto del 2012 a
octubre del 2014, sin embargo solo fue posible secuenciar y analizar 73 muestras.
Los resultados obtenidos de la variables demogréficas y factores de riesgo fue una
media de edad de los participantes de 37 afos, divididos en 51 hombres (70%) y
22 mujeres (30%). La mayoria de las personas incluidas en el estudio declararon
ser solteras (64%) y el resto mantener una relacién en union libre (16%), casados
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(11%) o por ultimo divorciado (5%) y viudo (3%). Se categoriz6 a los integrantes del
proyecto segun su grado de estudio 30 de ellos manifestaron tener la secundaria
terminada, 24 solo estudiaron hasta la escuela primaria, 9 llegaron a estudios de
grado profesional, 6 terminaron estudios de bachillerato y solo uno de los pacientes
reveld no tener ningun grado de estudio, no obstante el 100% de los afirmo6 saber
leer y escribir. También se indagd sobre la ocupacién actual de los reclutados
obteniendo un 37% de personas desempleadas, 31% empleados,10% amas de
casa, 3% profesionistas, 1% estudiantes y un 18% perteneciente a una ocupacion

distinta de las categorias anteriores (Tabla XI).

Tabla XI. Resultados variables demogréficas.

N=73 n %
Edad

x= 37 afos

Género

Masculino 51 70%
Femenino 22 30%
Estado civil

Soltero 47 64%
Casado 8 11%
Viudo 2 3%
Divorciado 4 6%
Union libre 12 16%
Ocupacion

Empleado 23 31%
Desempleado 27 37%
Ama de casa 7 10%
Estudiante 1 1%
Profesionista 2 3%
Otros 13 18%
Grado de estudio

Ninguno 1 1%
Primaria 24 33%
Secundaria 30 41%
Bachillerato 6 8%
Técnica 0 0%
Profesional 9 12%
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Sabe leer y escribir
Si 73 100%
No 0 0

Frecuencias y resultados de las diferentes variables demograficas
(n=73).

Se interrog6 a los participantes el tiempo en afios que tenian de radicando
en Tijuana, se obtuvo una media de 15 afios, en la Figura 5 se muestra la

distribucién de los estados de procedencia de los participantes.

Estado de Nacimiento

20

18
16
14
12
10
(-‘\\‘b

Un factor de riesgo analizado fue la preferencia sexual de los participantes,

[ S AT * <]

Figura 5. Distribucion de estados de nacimiento.

considerando ambos sexos 42 personas manifestaron ser heterosexuales (57%) y
5 bisexuales (7%), 26 participantes expresaron ser homosexuales (36%) todos
ellos pertenecientes al género masculino. En cuanto a la adiccion a drogas ilegales,
45 de los pacientes expresaron ser 0 haber sido adictos a una o mas de las drogas
cuestionadas: heroina, marihuana, metanfetaminas o cocaina; dentro de este
grupo 7 de las personas admitieron haber compartido jeringas con otras personas
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alguna vez. Se cuestion6 a los participantes si habian sido diagnosticados con
alguna de las enfermedades que se mencionan a continuacion: sifilis, gonorrea,
chlamydia, herpes, virus del papiloma humano o tuberculosis, y 43 de los 73
sujetos de estudio expresaron haber presentado una o mas de ellas. El 32.9 % de
las personas incluidas en la investigacion declararon haber mantenido relaciones
sexuales con trabajadoras o trabajadores sexuales y el 27.4% manifesté haber
practicado el trabajo sexual, en diferentes estados de México y algunos de Estados
Unidos. Un porcentaje similar, el 31%, admitié haber sido recluido en alguna carcel

de México o Estados Unidos.

Tabla XII. Resultados factores de riesgo.

N=73 N %
Preferencia sexual

Heterosexual 42 57.5%
Homosexual 26 35.7%
Bisexual 5 6.8%
Trabajador sexual

Si 20 27.4%
No 53 72.6%

Relaciones sexuales con

sexoservidores

Si 24 32.9%
No 49 67.1%
Adiccién a drogas

Si 45 61.6%
No 28 38.4%
Uso de drogas ilegales

Ninguna 28 38.4%
Metanfetaminas 33 45.2%
Heroina 13 17.8%
Marihuana 13 17.8%
Cocaina 8 10.9%
Infecciones concomitantes

Sifilis 21 28.8%
Gonorrea 7 9.6%
Chlamydia 1 1.4%
Herpes 10 13.7%
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VPH 2 2.7%
Tuberculosis 27 37%
Preso en reclusorio

Si 23 31.5%
No 50 68.5%

Frecuencias y resultados de los diferentes factores de riesgo (n=73).

En relacion con el pais fronterizo Estados Unidos solo el 8.2% de los

participantes del proyecto admiten poder ingresar en forma legal al pais fronterizo y

el 41% admite haber cruzado alguna vez de manera ilegal a la unién americana.

Un total de 31 participantes expresaron haber radicado en algun estado de

dicho pais de los cuales el 64.5% admite haber sido deportado. De los

participantes que por algun periodo radicaron en Estados Unidos el 83.9%(n=26)

manifesté haber desempefiado una actividad laboral y solo el 16.% evidencio haber

recibido atencién médica para el VIH en el pais extranjero.(Tabla XIII)

Tabla Xlll. Resultados residencia fronteriza.

N=73 n %
Residencia Fronteriza

Si 15 20.5%
No 58 79.5%
Idiomaingles

Si 23 31.5%
No 50 68.5%
Cruce legal a EU

Si 6 8.2%
No 67 91.8%
Cruce ilegal a EU

Si 30 41%
No 43 59%
Residencia en EU

Si 31 42.5%
No 42 57.5%
Deportado*
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Si 20 64.5%
No 11 35.5%
Trabajo en EU*

Si 26 83.9%
No 5 16.1%
Atencion para VIH en EU*

Si 5 16.1%
No 26 83.9%

*Frecuencias y resultados calculados en base al numero de

personas con antecedente de residencia en EU (n=31).

Se registraron las cargas virales y niveles de linfocitos T CD4 al momento
del diagnéstico de los participantes, sin embargo no fue posible conocer esta
informacion para la todos los participantes, debido a falta de informacién en los
expedientes clinicos o a que algunos de los pacientes de la clinica CAPASITS solo
llevan su seguimiento en la clinica pero no son diagnosticados en la misma.
Ademas se calcul6 la media de carga viral y linfocitos T CD4 actuales, es decir, al
momento del reclutamiento. Los resultados se muestran en la tabla XIV.

Tabla XIV. Datos carga viral y linfocitos T CDA4.

N=35 Promedio (x) Unidades
CV al momento del Copias/ml
_ _ 115,940.4
diagnéstico
CD4 al momento del 3
_ o 319.97 Células/m
diagnéstico
N=71 Promedio (x) Unidades
CV actual 126,904.14 Copias/ml
CD4 actual 322.77 Células/m®

Se presentan los promedios de la carga viral y linfocitos T CD4
de los participantes en el estudio.

Se incluyeron personas bajo TARV y personas que nunca han recibido
terapia farmacologica para VIH, los grupos resultaron ser 52% (n=38) bajo TARV y
48% (n=35) virgenes a tratamiento, dentro del grupo tratado con medicamento
antirretroviral cerca del 66% de los sujetos declararon haber abandonado el

tratamiento alguna vez en el pasado. En la misma categoria 24, 7, 5y 2
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participantes se encuentran bajo el primer, segundo, tercer y cuarto esquema de
tratamiento respectivamente, mientras que el 100% de ellos toma antirretrovirales
del grupo NRTI, 58% NNRTI y 58% PI.

Tabla XV. Informacién TARV.

N=73 N %
TARV

Si 38 52%
No 35 48%
Esquema de tratamiento* 24 63.2%
Primer esquema 7 18.4%
Segundo esquema 5 13.2%
Tercer esquema 2 5.2%

Cuarto esquema

Abandono de tratamiento*
Si

No 25 65.8%
13 34.2%

*Valores calculados a partir de n=38.

3.1.2 Andlisis de farmacorresistencia

Se encontré resistencia debida a mutaciones en 7 participantes, es decir,
una prevalencia total del 9.6%, solo 2 de los sujetos presentan mutaciones que
confieren resistencia a ambas clases de antirretrovirales, NNRTI y NRTI, el resto
tiene mutaciones solo para una de los dos tipos de ARV (Tabla XVI). También se
clasifico la farmacorresistencia en primaria o transmitida, tomando en cuenta 35
participantes; y secundaria, tomando en cuenta 38 participantes, el resultado para

ambas fue de 5.7% (n=2) y 13.2% (n=5) respectivamente (Fig. 6).

Tabla XVI. Resultados de las Mutaciones de Farmacorresistencia

Numero de Mutaciones de farmacorresistencia
participante NRTI NNRTI Pl
20 D67G, K70R, L741, M184V, K219E Y181C, G190S -
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25 D67N, K219E G190S -
33 - Y188L -
65 - K103N -
148 M184V - -
152 T215C - -
156 - K103N -

Descripcion. Se muestran las mutaciones encontradas en cada uno de los 7 pacientes que
resultaron resistentes, y se agrupan por clase de ARV a los que disminuyen la susceptibilidad del
virus.

Figura 6 Clasificacion de prevalencia por clase de farmacorresistencia

Prevalencia total de
Farmacorresistencia
9.6% (7/73)

Farmacorresistencia primaria Farmacorresistencia secundaria
5.7% (2/35) 13.2% (5/38)

Se muestra la agrupacion de farmacorresistencia basada en el estatus de
tratamiento de los participantes. Farmacorresistencia primaria: pacientes
virgenes a tratamiento. Farmacorresistencia secundaria: pacientes bajo
tratamiento ARV.

Dentro del grupo de participantes en los que se hallamos resistencia,
pudimos descubrir farmacorresistencia transmitida en 2 de los sujetos, el paciente
namero 25 que presentd mutaciones de resistencia a antirretrovirales NNRTI
(G190S) y NRTI (D67N, K219E), y el paciente 156 que solo presenté una mutacion

en el genoma viral que lo hace resistente e NNRTI (K103N).

3.1.3 Andlisis de subtipos

Se realizo6 un andlisis genético de las secuencias para determinar el subtipo

de VIH mas comun en la ciudad de Tijuana, el resultado fue 89% (n=65) de subtipo
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B y el resto distribuido en cuatro formas recombinantes. Los resultados

muestran en la Figura 7.

Prevalencia de subtipos de VIH

100%
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80%
70%
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40%
30%
20%

10%
1.4% 1.4% 2.7% W

0% — — I

Subtipo B CRFO3 CRF17 CRF28 CRF29

Figura 7. Prevalencia de Subtipos de VIH

Ademas se construy6 un arbol filogenético resultado del analisis de las

secuencias de todas las muestras.

Figura 8. Andlisis filogenético
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CAPITULO IV

4.1 DISCUSION

La finalidad de esta investigacion fue determinar por medio de la
genaotipificacion la existencia y prevalencia de virus resistentes a ARV circulantes
en la ciudad de Tijuana Baja California, ademas de describir la distribucion de la
epidemiologia molecular del VIH y la dinAmica de transmision del virus que existe
en la frontera Tijuana - Estados Unidos. El andlisis se realiz6 a partir de muestras
tomadas en CAPASITS, lugar donde se concentra la mayor parte de personas

infectadas con VIH para su atencion meédica.

Nuestro estudio comenzd con la idea de que la epidemiologia molecular del
VIH esta tomando diferentes patrones de distribucion a lo que se ha descrito
anteriormente en investigaciones realizadas por otros autores, es por esto que se
dio un enfoque particular a la interaccion que existe entre los participantes y la
frontera con Estados Unidos, ademas de indagar los factores de riesgo ya
conocidos y mas comunes para contraer infeccion por VIH uso de drogas ilegales,

tendencias sexuales, trabajo sexual, entre otras.

En la mayoria de los estudios sobre la epidemia de VIH realizados en
México se han encontrado solo cepas del VIH-1 subtipo B. Al contrario de nuestros
datos que muestran la presencia de varias formas recombinantes CRF que solo
habian sido descritas en otros paises, lo que sugiere un cambio en el panorama de
la epidemia para nuestra ciudad. Si bien obtuvimos una prevalencia del 89% de
virus VIH-1 subtipo B, el hecho de que se haya encontrado un 11% de cepas no-B
sugiere que la variabilidad genética del VIH puede ser mayor, o llegar a
incrementarse en los proximos afios y afectar de manera incierta la morbilidad y
mortalidad asociada a la infeccion por VIH. Lo anterior, deja en evidencia la
importancia de realizar investigaciones al respecto de mayor alcance que logren

responder a dichas interrogantes.
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Con los datos obtenidos podemos establecer para la ciudad de Tijuana Baja
California una prevalencia total de 9.6%, sin embargo debido a la diversidad en la
poblacion de estudio, con respecto al uso o no de medicamentos ARV es necesario
hacer un andlisis separando a la poblacién en dos grupos: pacientes virgenes a
tratamiento y pacientes bajo TARGA, entonces podemos concluir que obtuvimos

una prevalencia de 5.7% (n=2) y 13.2% (n=5) para cada grupo respectivamente.

La mayoria de investigaciones previas relacionadas a farmacorresistencia
han sido para calcular resistencia transmitida, uno de los mas citados y que incluye
dentro de sus participantes a poblacién baja californiana reporté una prevalencia
del 6.8% contra el 5.7% encontrado en nuestra muestra. A pesar de la diferencia
en el numero de muestras y el alcance entre las dos investigaciones, se puede
concluir que las cifras son similares, lo que ubica a la ciudad de Tijuana al igual que
al resto del pais en un nivel intermedio de farmacorresistencia transmitida segun

los criterios de la OMS.

La cercania geografica con Estados Unidos y el tipo de poblacién que
analizamos en la que casi un 80% de los participantes corresponde a poblacion
migrante que alguna vez radicé en los Estados Unidos nos permite realizar una
comparacion con estudios realizados del otro lado de la frontera con dicho pais, se
encontré una prevalencia de farmacorresistencia primaria menor a la encontrada en
San Diego California, 5.7% frente a 13.5% reportada por los autores
estadounidenses. La diferencia es considerable posiblemente debido a las fechas
en las que fueron realizados los estudios, ya que el estudio estadounidense
corresponde a un periodo que comenzé 1996, afio en el que se instaura la
estrategia de TARGA para contrarrestar la epidemia de VIH, caso contrario a
nuestro trabajo que se realiza en fechas en las que la TARGA es la primera opcion
de tratamiento. Por todo lo anterior y sin haber mencionado el distinto manejo
clinico del paciente con VIH que se realiza en ambas naciones, seria interesante
realizar algun estudio comparativo de las secuencias génicas del VIH entre

pacientes de Tijuana Baja California y California Estados Unidos.
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El haber encontrado farmacorresistencia primaria sugiere que ésta puede
jugar un papel importante en la variacion genética del VIH en nuestra poblacion y el
haber descrito niveles menores que los conocidos para Estados Unidos pone en
evidencia la necesidad de realizar investigacion que nos ayude a controlar y

prevenir la propagacion de virus resistentes en la region fronteriza.

Contrario a los resultados en el grupo virgen a TARV encontramos en el
grupo de paciente bajo TARV una prevalencia calculada de farmacorresistencia de
13.2%, mayor a la reportada en estudios realizados también en los Estados Unidos
en los que se ha encontrado prevalencia de virus resistentes del 8% y 10%. Estos
resultados reflejan una oportunidad de mejora en el manejo y seguimiento del
paciente bajo tratamiento farmacoldgico, ya que como se explicaba anteriormente
una de las primeras causas de aparicion de mutaciones es causada por el

abandono y falta de adherencia al TARV.

En los 7 participantes que resultaron resistentes a ARV se localiz6 al menos
una mutacion que genera alta resistencia a NRTI (L741 y M184V) o a NNRTI
(Y188L, Y181C, G190S y K103N) lo que significa que todos los pacientes en los
gue se encontraron mutaciones son altamente resistentes al menos a uno de los
tres tratamientos disponibles en los servicios de salud publica en Tijuana Baja

California.
También hallamos en 2 pacientes mutaciones que confieren resistencia

intermedia y baja a los NRTI como K70R, D67N y, K219E respectivamente. Solo en

un paciente se encontro resistencia baja a NNRTI debido a la mutacion Y181C.
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CAPITULO V

5.1 CONCLUCIONES

Se logré poner a punto metodologias de biologia molecular: extraccion y
purificacion de &cidos nucleicos y amplificacion de los genes relacionados con

farmacorresistencia del VIH.

Se identifico el 89% de prevalencia de virus del VIH subtipo B en Tijuana
Baja California, el 11% restante se clasificd dentro de las 4 formas recombinantes
CRF03, CRF17, CRF28, CRF29.

Se encontraron mutaciones que confieren farmacorresistencia en 9.6% (n=7)
todos ellos en el gen de la retrotranscriptasa, no se determinaron mutaciones en el

gen de la proteasa.
Las mutaciones encontradas disminuyen la susceptibilidad a antirretrovirales

NNRTI y NRTI, valores de prevalencia de 6.8% y 5.5% respectivamente para cada

clase.
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