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RESUMEN

Antecedentes: Uno de los mayores avances en la medicina lo constituy6 el
descubrimiento de los medicamentos antirretrovirales (ARV) y especialmente el
empleo de la terapia altamente efectiva (TARVAE). Esto ha conllevado a un
incremento en la sobrevida de los pacientes con VIH/SIDA. Sin embargo, debido a
gue esta terapia debe mantenerse durante toda la vida, pueden aparecer una serie
de factores que impacten negativamente en el éxito del tratamiento, resultando en
el desarrollo de resistencia ARV. La emergencia de la resistencia del VIH-1 a los
ARVs puede limitar los beneficios de la terapia; aun mas, estos virus pueden ser
transmitidos a otros individuos, limitando aiin mas la efectividad de la terapia ARV.
En Cuba, la TARVAE se comenz6 a utilizar en el afio 2001, con la produccion de 6
medicamentos (AZT, 3TC, d4T, ddl, NVP e IDV), de ellos, la combinacion mas
utilizada es: AZT-3TC-NVP. Hasta la fecha alrededor del 40% de los pacientes
infectados se encuentran bajo TARVAE. Hasta el afio 2009 no se contaba con la
vigilancia de resistencia ARV en el pais, aunque se habian realizado algunos
estudios con muestra cubanas fuera del pais.
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Objetivos: La presente investigacion se ha realizado con el objetivo de establecer
en Cuba la vigilancia de la resistencia ARV y de los subtipos de VIH que circulan
actualmente.

Disefio del estudio: Se estandarizé un ensayo casero para determinar resistencia
genotipica de VIH, mediante secuenciacion del gen pol. Se estudiaron los datos
recopilados sobre la Resistencia ARV de VIH-1 en los pacientes (tratados: 383 y
no tratados: 403) que asistieron al Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri (IPK)
en La Habana en los afios 2003 y 2007-2011. Se determinaron las variantes de
VIH-1 y las mutaciones de resistencia a los medicamentos ARV, asi como los
niveles de resistencia.

Resultados: Se logré implementar en Cuba un ensayo casero para determinar
resistencia genotipica. Se observa una gran variedad de subtipos y formas
recombinantes de VIH-1 en los pacientes estudiados. Las formas genéticas mas
prevalentes fueron el Subtipo B (39%), mientras que las formas no B fueron
mayoria. La frecuencia de los diferentes subtipos y recombinantes no cambié
significativamente entre 2003 y 2007-2011, a excepcion de las formas
recombinantes BG, las que aumentaron tanto en pacientes tratados como en no
tratados (p<0.05). Al comparar los niveles de resistencia a las drogas ARV de los
virus aislados de pacientes del 2003 con los del 2009-2011, se observaron
diferencias significativas para cada Inhibidor de la transcriptasa inversa analogo de
nucledsidos (ITIAN), de no nucleésidos (ITINAN) e inhibidor de proteasas (IP)
(p<0,0001). Los mayores niveles de resistencia estuvieron en correspondencia
con los medicamentos que se emplean en la terapia cubana de primera linea
(3TC:78%, AZT: 62%, NVP:72%), aunque también se observa resistencia cruzada
a otros medicamentos que no se emplean con frecuencia en el pais. Ademas, se
observd que el nivel de resistencia para cada clase de farmaco aumento
significativamente con el nimero de cambios de terapia (p <0,05). La resistencia
completa (FCR) a ITIAN, ITINAN, IP y la multidrogo resistencia (MDR) se detecto
en el 31,8%, 37,9%, 18,5% y el 154% de los 383 pacientes analizados,
respectivamente. Los pacientes del periodo 2009-2011 presentaron un incremento
significativo de virus con FCR y MDR comparados a los del 2003. En el 7.2%
(29/401) de los virus se detectaron mutaciones relacionadas con resistencia
transmitida (pacientes no tratados). En el afio 2003 fue de un 4.0% (1.6%-4.8%),
mientras que se incrementé a un 12.5% (7.2%-14.5%) en el periodo 2007-2011.
La resistencia se incrementd de forma significativa en pacientes con diagndstico
reciente de la infeccién, 14.8 % (8.0 %-17.0 %) en 2007-2011 contra 3.8 % (0.9 %-
4.7 %) en 2003 (OR 3.9, IC 1.5-17.0, p=0.02).

Conclusiones: Este estudio encontré una alta prevalencia de la resistencia a los
medicamentos ARV en pacientes tratados y un incremento de la resistencia
transmitida y apoya la necesidad de un adecuado control de laboratorio en la
practica clinica, asi como la disponibilidad de nuevas opciones de medicamentos
en caso de fallo viroldgico.
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COMUNICACION CORTA

I. Antecedentes:

El sindrome de inmunodeficiencia adquirida, actualmente reconocido como sida
fue descrito en 1981, por el Centro para el Control de las Enfermedades. Existen
dos agentes productores del sida, el virus de inmunodeficiencia humana tipo |
(VIH-1), que tiene una distribucién mundial y es el responsable de la mayor parte
de los casos; y el virus de inmunodeficiencia humana tipo Il (VIH-2), que
predomina en el continente africano, aunque se reportan casos importados en
Europa y América.

Segun datos del 2011 se calcula que 34 millones de personas viven con el VIH en
el mundo y de estos cerca de la mitad desconocen su estado serolégico respecto
al mismo. En este mismo afio 2,5 millones de personas contrajeron la infeccion por
el VIH y 1,7 millones de personas fallecieron a causa de enfermedades
relacionadas con el sida (www.unaids.org).

El VIH es un virus altamente variable, por lo que se han descrito multiples
variantes genéticas de ambos virus, particularmente del VIH-1. En el continente
africano es donde se ha descrito la mayor circulacion de subtipos y formas
recombinantes del VIH-1, asi como VIH-2. Debido a la circulacion de mudltiples
subtipos del VIH los individuos son susceptibles de infectarse con mas de un
subtipo de VIH que, unido a la caracteristica del genoma viral de presentar dos
moléculas de ARN, es frecuente que se mezclen mas de una variante viral en el
mismo sujeto ocurriendo la aparicion de formas recombinantes del virus. Estos
recombinantes predominan en las regiones geograficas donde co-circulan mas de
un subtipo viral, como ocurre en Africa.

Uno de los mayores avances en la medicina lo constituy6 el descubrimiento de los
medicamentos antirretrovirales (ARV) y especialmente el empleo de la terapia
ARV altamente efectiva (TARVAE) o combinada. Esto ha conllevado a que el sida
pasara de ser una enfermedad irremediablemente mortal, a convertirse en una
enfermedad crénica. Sin embargo, debido a que el virus no puede ser eliminado,
esta terapia debe mantenerse durante toda la vida, por lo que existen una serie de
factores que pueden producir un impacto negativo en el éxito del tratamiento a
corto o largo plazo, resultando en el desarrollo de resistencia ARV, una de las
principales causas de fallo de los regimenes de tratamiento. La emergencia de la
resistencia del VIH-1 a los medicamentos puede limitar los beneficios sostenidos
de la terapia ARV en entornos con pruebas de laboratorio y opciones de
medicamentos limitados, aun mas estos virus con mutaciones de resistencia
pueden ser transmitidos a otros individuos, limitando alin mas la efectividad de la
terapia ARV.

En Cuba desde 1986, cuando se diagnosticO el primer caso positivo al VIH, y
hasta diciembre del 2012 se han reportado 17625 personas viviendo con VIH, de
ellas 7,542 han desarrollado sida y 2,977 han fallecido por esta causa (Registro
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Nacional VIH MINSAP, informe de balance 2012). La transmisién sexual es el
factor de riesgo mas importante, a la que corresponde 99% de los casos
reportados, la transmision vertical, parenteral y la exposicion ocupacional,
constituyen otras causas de infeccion. El mayor nimero de casos se reporta en el
sexo masculino con un 81%, donde los hombres que tienen sexo con otros
hombres constituyen el 89%. Las edades de mayor incidencia corresponden a
grupos entre los 24 y 49 afos, segun datos del Programa Nacional de Prevencién
y Control de las Infecciones de Transmision Sexual VIH/sida del Ministerio de
Salud Publica de Cuba (Registro Nacional VIH MINSAP, informe de balance
2012).

Desde el inicio de la epidemia cubana se ha reportado la circulacion de diversas
variantes genéticas de VIH-1 en el pais, probablemente debido a que algunos de
las primeras personas diagnosticadas adquirieron la infeccién en Africa. La
TARVAE se comenzo a utilizar en el pais en el afio 2001, con la produccion de 6
medicamentos (AZT, 3TC, d4T, ddl, NVP e IDV), de ellos, la combinacion mas
utilizada en la terapia de primera linea es: AZT-3TC-NVP. Actualmente, mas de un
40% de los individuos viviendo con VIH estan recibiendo TARVAE.

Hasta el afio 2009 no se contaba con la vigilancia de resistencia ARV en Cuba,
aunqgue se habian realizado algunos estudios con muestra cubanas fuera del pais.
El dltimo habia sido realizado a partir de muestras tomadas en el afio 2003. La
presente investigacion se ha realizado con el objetivo de establecer en Cuba la
vigilancia de la resistencia ARV y de los subtipos de VIH que circulan actualmente.

Il. Estandarizacion de un sistema casero de genotipificacion de Virus de
Inmunodeficiencia Humana tipo 1 (VIH-1) para la evaluacién de resistencia a
las drogas antirretrovirales (ARV) en Cuba

Los ensayos comerciales de resistencia del VIH-1 a los medicamentos no son
rentables en paises con recursos limitados debido a que son muy caros. Por lo
tanto, nos propusimos implementar un procedimiento casero de PCR-
secuenciacion mas rentable, teniendo en cuenta las circunstancias
epidemioldgicas y economicas de Cuba. El limite inferior de deteccion de
amplificacion se determind haciendo diluciones seriadas de 20 muestras de
plasma y oscilo entre 84 y 529 copias de ARN/mL para los subtipos Al, B, C,
CRF18_cpx, CRF19 _cpx y los recombinantes BG. Posteriormente, se evalud el
rendimiento en 380 muestras de plasma de pacientes que asistian a la practica
clinica de rutina en el IPK. La tasa de éxito de la amplificacién por RCP fue de
91%. El éxito de las reacciones de secuenciacion con los cebadores disefiados
oscild entre 95 y 100% y se obtuvo una secuencia consenso que codifica toda la
proteasa y los primeros 335 codones de la transcriptasa inversa en todas las
muestras amplificadas. Sin embargo, no en todos los casos las secuencias
obtenidas cubrieron la region de interés de forma bidireccional. Los andlisis
filogenéticos revelaron que, de las muestras secuenciadas con éxito, 35% eran del
subtipo B, 20% de recombinantes BG, 13% CRF19 cpx, 9% CRF18 cpx, 8%
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subtipo C, 3% subtipo G y 12% eran otras variantes. En general, el ensayo casero
proporcion6 buenos resultados, fue posible con reactivos disponibles en Cuba y el
costo fue cerca de la mitad del de ensayos comerciales.

lll. Alta frecuencia de resistencia a las drogas antirretrovirales (ARV) y de
subtipos no B de VIH-1, en pacientes cubanos infectados con fallo a la
terapia.

La emergencia de la resistencia del VIH-1 a los medicamentos puede limitar los
beneficios sostenidos de la terapia antirretroviral (ARV) en entornos con pruebas
de laboratorio y opciones de medicamentos limitados. El objetivo del presente
estudio es realizar la vigilancia de la resistencia a los medicamentos ARV y los
subtipos del VIH-1 en pacientes cubanos con fallo a la terapia ARV. Se estudiaron
los datos recopilados sobre la Resistencia ARV de VIH-1 en los pacientes que
asistieron al Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri (IPK) en La Habana en los
afios 2003 y 2009-2011. El primer periodo incluye los resultados de un estudio
transversal, mientras que el segundo estudio se realizO como parte del
seguimiento de rutina de pacientes bajo terapia ARV. Se determinaron las
mutaciones de resistencia a los medicamentos los niveles de resistencia utilizando
la base de datos de resistencia de Stanford HIVdb, versién 6.0.9. Setenta y seis
por ciento recibié Unicamente terapia ARV que contiene al menos 3 farmacos, de
los cuales el 79,1% alguna vez recibieron inhibidores de proteasa (IP) sin
potenciar. Los pacientes del periodo 2009-2011 estuvieron tratados por mas
tiempo y expuestos a mas regimenes de ARV. El Subtipo B (39%) y el CRF19_cpx
(18%) fueron las formas genéticas mas prevalentes. La distribucion de subtipos no
vario significativamente entre ambos periodos, a excepcion del aumento de los
recombinantes BG que se incrementaron del 6% al 14%. La mutaciones a
inhibidores de la transcriptasa reversa nucledsidos (ITIAN), inhibidores de la
transcriptasa reversa no nucledsidos (ITINAN) e IP estuvieron presentes en el
69,5%, 54,8% y 44,4%, respectivamente. Se detectd resistencia completa a una
clase (FCR) para ITIAN, ITINAN, Pl y MDR en el 31,8%, 37,9%, 18,5% y 15,4%,
respectivamente. La FCR a ITIAN, ITINAN, a IP y MDR estuvieron presentes en el
9,8%, 14,1%, 0%, 0% después del fallo de primera linea de tratamiento, y en el
19,8%, 20,8%, 2,9% y 2,9% después de segunda del fallo a la segunda linea de
terapia. Este estudio encontr6 una alta prevalencia de la resistencia a los
medicamentos ARV y apoya la necesidad de un adecuado control de laboratorio
en la practica clinica, asi como la disponibilidad de nuevas opciones de
medicamentos en caso de fallo virologico.

IV. Resistencia antirretroviral de VIH-1 en pacientes cubanos que no han
recibido terapia

La terapia antirretroviral (ARV) se implementd en Cuba en el 2001. Hasta la fecha
el 40% de los pacientes infectados han recibido tratamiento. Los objetivos de este
estudio fueron analizar la distribucién de subtipo, patrones y niveles de resistencia
del VIH a las drogas ARV en pacientes no tratados. Se colectaron 401 muestras
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de plasma de paciente en los afios 2003 y 2007-2011. Se llevo a cabo el andlisis
del gen pol mediante el ensayo de resistencia genotipico, y para la interpretacion
se empled la lista para la vigilancia de mutaciones de resistencia de la OMS,
version 2009. El impacto de la respuesta a la terapia de la primera linea se estimo
por medio de las base de datos para la interpretacion de resistencia de la
Universidad de Stanford (HIVdb) version 6.2.0 y la de Rega, version 8.0.2. El
andlisis filogenético fue realizado usando el método de Neighbor-Joining. La
mayoria de los pacientes eran masculinos (84.5%), hombres que tienen el sexo
con hombres (78.1%) y de Ciudad de la Habana (73.6%). El Subtipo B fue el mas
frecuente (39.3%), seguido de CRF20-23-24_BG (19.5%), CRF19 cpx (18.0%) y
CRF18 cpx (10.3%). En el 7.2% (29/401) de los virus se detectaron mutaciones
relacionadas con resistencia transmitida, en el afio 2003 fue de un 4.0% (1.6%-
4.8%), mientras que se incrementd a un 12.5% (7.2%-14.5%) en el periodo 2007-
2011. La resistencia se incrementd de forma significativa en pacientes con
diagnostico reciente de la infeccion, 14.8 % (8.0 %-17.0 %) en 2007-2011 contra
3.8 % (0.9 %- 4.7 %) en 2003 (OR 3.9, IC 1.5 - 17.0, p= 0.02). En el 75.8 % de los
virus se detectaron mutaciones de resistencia a una sola clase droga: 55.2 % a los
inhibidores transcriptasa inversa analogos de nucleésidos (ITIAN), 10.3% a los no
analogos (ITINAN) y 10.3 % a los inhibidores de la proteasa (IP). El 20.7% y 3.4%
de los virus contenian mutaciones de resistencia contra ITIAN + ITINAN y ITIAN +
ITINAN + IP, respectivamente. La resistencia a las demés familias de farmacos
(ITINAN e IP) sdlo se detectaron a partir del 2008. Las mutaciones mas frecuentes
fueron T215Y/rev (44.8%), M41L (31.0%), M184V (17.2%) y K103N (13.8%). La
mediana del indice de susceptibilidad genotipica para los regimenes de primera
linea mas comunmente empleados en la terapia cubana, fue de 2.5. Esta
investigacion enfatiza la necesidad de realizar un estudio de vigilancia nacional
para evaluar los niveles de resistencia transmitida, ya que la misma podria poner
en peligro la eficacia de regimenes de la primera linea prescritos e indicaria la
necesidad de implementar los ensayos de resistencia genotipicos en la poblacién
no tratada.

Impactos cientificos del resultado

- Por primera vez en Cuba se implementa un método para vigilancia de
resistencia y de variantes virales de VIH circulantes en el pais.

- A través de la implementacién de esta tecnologia, se pueden vigilar los niveles
de resistencia que existen en pacientes tratados, y la resistencia transmitida, asi
como evaluar la efectividad de los regimenes terapéuticos existentes.

- Se confirma la gran variedad de variantes virales de VIH-1 que se encuentran
circulando en Cuba actualmente, y el incremento de la formas recombinantes BG,
lo que tiene un impacto directo en el desarrollo de candidatos vacunales cubanos.
- Los resultados obtenidos indican la necesidad urgente de ampliar el acceso a
potentes farmacos ARV, asi como mejorar el monitoreo de la carga viral y de
contar con una vigilancia nacional de resistencia.

- Contar con esta metodologia beneficia de manera directa al paciente que vive
con VIH, y al médico de asistencia que cuenta con un soporte de laboratorio para
realizar un cambio en la terapéutica del paciente.
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- Todo esto contribuira a elevar la calidad de vida de los pacientes cubanos con
VIH y de manera indirecta beneficiara al Sistema de Salud Cubano.

Impacto social del resultado

Contar con esta metodologia beneficia de manera directa al paciente que vive con
VIH, y al médico de asistencia que cuenta con un soporte de laboratorio para
realizar un cambio en la terapéutica del paciente. Todo esto contribuir4 a elevar la
calidad de vida de los pacientes cubanos con VIH y de manera indirecta
beneficiara al Sistema de Salud Cubano.
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