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1. Introduccion.



1.1. Antecedentes historicos.

La primera documentacion cientifica en la que serilee la enfermedad del SIDA se publica el
10 de diciembre de 1980 enNgtw England Journal of Medicindescribiendo una enfermedad nueva que
al parecer estaba emergiendo en ese momento. Bspoés, el Centro de Control de Enfermedades de los
Estados Unidos de Norteamérica (CDC) alerté a tauridad médica mundial de la posibilidad de una
nueva entidad nosoldgica: el Sindrome de Inmunciéeftia Adquirida (AIDS o SIDA), nombre acufiado
a mediados de 1982.

En abril de 1983, Margaret Heckler (Secretaria aduds de Estados Unidos) anunciaba el
descubrimiento de un retrovirus causante del SIDiho hallazgo, conseguido por el grupo del Dr.
Robert Gallo, se denomind en primera instanciasv/iiimfotropico de células T humanas tipo 11l (HTLV-
lll) (Gallo et al. 1983 Simultaneamente en Francia, ese mismo aficupbgdel Dr. Luc Montaigner,
haria publico el entonces denominado Virus Asociaddnfoadenopatia (LAV)Rarré-Sinoussi et al.
1983. Es de sefalar que el hallazgo del Dr. Galloizo ka partir de una muestra de tejido linfatico tpie
envio el Dr. Montaigner. Meses después se demugsta&l HTLV -lll y el LAV son el mismo y unico

virus y se decide que ambos grupos son los codedotds del virus.

En mayo de 1986, un panel de expertos en virolggémone y acepta nombrar este virus como
Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH). Estesmo afio, se describe por primera vez en un grupo
de prostitutas asintomaticas en Senegal un vitasiomado antigénicamente con el VIH y responsdble
casos de SIDA en esa region. Se denominé VIH tipélia-2) para diferenciarlo del inicial, denominado
VIH tipo 1. (Clavel et al. 198

1.2. El virus de la inmunodeficiencia humana: desgocion y clasificacion.
El VIH es un virus de ARN monocatenario que pertena la familiaRetroviridag subfamilia

Orthoretrovirinag del génerd_entivirusy englobados dentro del grupo Hentivirus de primatesLa

clasificacion completa se detalla en la tabla 1.1.



Tabla 1.1. Clasificacion de la familia Retroviridae En negrita, retrovirus patégenos humanos (FuentdCTV database, Julio 2012). Nota:

ICTV: International Committee on taxonomy of Viruses. (ttp://ictvonline.org). *: Especie tipo del género.

FAMILIA RETROVIRIDAE
SUBFAMILIA ORTHORETROVIRINAE
GENERO ALPHARETROVIRUS (9 especies)

Avian carcinoma Mill Hill virus 2

*Avian leukosis virus
Avian myeloblastosis virus
Avian myelocytomatosis virus 29
Avian sarcoma virus CT10
Fujinami sarcoma virus
Rous sarcoma virus
UR2 sarcoma virus
Y73 sarcoma virus

GENERO BETARETROVIRUS (5 especies)
Jaagsiekte sheep retrovirus

Langur virus

Mason-Pfizer monkey virus

*Mouse mammary tumor virus

Squirrel monkey retrovirus
GENERO DELTARETROVIRUS (3 especies)

*Bovine leukemia virus

Primate T-lymphotropic virus 1

Primate T-lymphotropic virus 2

Primate T-lymphotropic virus 3
GENERO EPSILONRETROVIRUS (3 especies)

*Walleye dermal sarcoma virus

Walleye epidermal hyperplasia virus 1
Walleye epidermal hyperplasia virus 2

GENERO GAMMARETROVIRUS (17 especies)
Chick syncytial virus

Feline leukemia virus

Finkel-Biskis-Jinkins murine sarcoma virus

Gardner-Arnstein feline sarcoma virus

Gibbon ape leukemia virus

Guinea pig type-C oncovirus

Hardy-Zuckerman feline sarcoma virus

Harvey murine sarcoma virus

Kirsten murine sarcoma virus

Moloney murine sarcoma virus

*Murine leukemia virus

Porcine type-C oncovirus

Reticuloendotheliosis virus

Snyder-Theilen feline sarcoma virus

Trager duck spleen necrosis virus

Viper retrovirus

Woolly monkey sarcoma virus
GENERO LENTIVIRUS (9 especies)

Bovine immunodeficiency virus

Caprine arthritis encephalitis virus
Equine infectious anemia virus
Feline immunodeficiency virus
*Human immunodeficiency virus 1
Human immunodeficiency virus 2
Puma lentivirus
Simian immunodeficiency virus
Visna/maedi virus

SUBFAMILIA SPUMARETROVIRINAE

GENERO SPUMAVIRUS (6 especies)

African green monkey simian foamy virus

Bovine foamy virus
Equine foamy virus
Feline foamy virus
Macaque simian foamy virus

*Simian foamy virus



1.3. Estructura del VIH-1.

El VIH-1 esta formado por una particula esféricaageoximadamente 100 nm. La membrana
exterior del virus o envuelta viral es una bicapadica (derivada de la célula huésped duranteagso
de salida de viriones por gemacion) en la que saegrtran insertadas glicoproteinas, en 72 proyeesio
externas y antigenos de histocompatibilidad deesldsy Il derivadas de las células, formando un
complejo proteico conocido comone Estas proyecciones estan constituidas por repetis de
moléculas llamadas glicoproteina 12120, y tres moléculas llamadas glicoproteina dp4{) que

ancla la estructura en la envoltura viral.

Dentro de la envoltura viral se encuentra una mafsférica intermedia que rodea a una capside
troncoconica interna, que contiene el genoma vigcaliversas proteinas esenciales. La capside,
compuesta de 2.000 copias de la proteina viral padiea dos cadenas simples e idénticas de ARN de
polaridad positiva no segmentado con un tamafibdaptaximado de 9.8 KiBfiones et al. 2006 El VIH
tiene tres genes estructurales mayoges) (pol, y eny) que contienen la informacién necesaria para hacer
la sintesis de proteinas estructurales de nuevdsybas viricas (Figura 1.1).

env
Surface Glycoprotein SU
gplt20

env
Transmembrane

GlycoproteinTM ™ A D
gpal 4

)

gag
Copsid CA
(Core Shell)
pZd

RNA
{2 molecules)

pol
Prolease PR p@
Polymerscse RT &
RNAse H RNH p&6
integrase IN p32

Figura 1.1. Estructura tridimensional del VIH. Adaptado de: http://www.yale.edu/bi0243/H1V/hivstructure.html

El VIH cuenta ademas con dos reguladotasy(rev) y cuatro accesoriosi¢f vpr, vpuy vif; no
esencialesn vitro), que contienen la informacién necesaria paraymiodas proteinas que controlan la
capacidad infectiva del virus, produccion de nuex@sias del virus o el desarrollo de la enfermedad
Ademads, en su forma de provirus, el genoma se atrautanqueado por unas secuencias repetidas o LTR
(Long Terminal Repedtgiue permiten la integracién en el genoma celldantro de estas secuencias se

encuentran los elementos reguladores de la infciade la transcripcién viral (Figura 1.2).



En la siguiente tabla se resumen las caractedstiealos genes estructurales, reguladores y
accesorios del VIH (Tabla 1.2).

Structural
Proteins

Figura 1.2. Organizacién del genoma del VIH-1. Adagado de:

http://www.stanford.edu/group/virus/retro/2005gongshmail/HIV.html

Tabla 1.2. Genes codificados en el genoma del VIH.

Genes Nombre Precursor Proteina Localizacion y actividad descrita
pl7 Proteina miristilada de la matriz virica. Estructural.
p24 Proteina de la capside virica. Estructural.
Proteina de la nucleocapside. Empaquetamiento del ARN virico.
gag p55 p7 I L
Facilitacion de la transcripcion inversa (1).
06 Proteina de la nucleocdpside. Conduccidon de Vpr al interior del virién
(2). Encapsidacion-liberacion de viriones.
p10 Aspartilproteasa: procesamiento postraduccional de gag y gag-Pol.
p50 (3) Transcriptasa inversa: transformacion del ARN viral en ADN proviral.
Estructurales Pol p160 p15 (3) El;l::iri:c.i;llir:\llrisc:.)n del molde de ARN una vez transcurrida la
p31 Integrasa: insercion del ADN proviral en el cromosoma de la célula
infectada.
gp120 (gp125en | Glicoproteina de envoltura. Interaccion virus - receptor CD4 vy
VIH-2) correceptores celulares.
Env gp160
gp4l (gp36 en Glicoproteina transmembrana. Anclaje de gp120. Fusiéon de membranas
VIH-2) virica y celular.
tat Tat (p14) Activador de la transcripcion: sintesis ARNm.
Reguladores
rev Rev (p19) Fosfoproteina. Exportacidn del ARN virico: nucleo-citoplasma.
Regulacion negativa ante CD4 y MHC-I en membrana celular.
nef Nef (p27) Interferencia en la activaciéon de linfocitos T. Estimulacién de la
infectividad de viriones.
Transporte del Complejo de Preintegracion al nucleo. Bloqueo del ciclo
i ver (4) Ver (p15) celular. Induccién de diferenciacién celular.
Accesorios Bloqueo del CD4 en el reticulo endoplasmico celular, evitando la
vpu Vpu (p16) irﬁeraccién con gp1‘20 de nueva sintesis. Increme‘n‘tfa la liberacion de
(sdlo en VIH-1) viriones de la célula infectada. Aumenta la susceptibilidad de las células
infectadas por el VIH-1 a la muerte mediada por Fas.
vif Vif (p23) Factor de infectividad viral. Proteina citoplasmatica. Infecciosidad de

viriones extracelulares. Impide la accion de APOBEC-3G

Nota: 1. Datos de Lapadat-Tapolsky et al. (1993).
2. Datos de Paxton et al. (1993).

3. Todas estas escisiones no siempre ocurren deraaficiente. Aproximadamente el 50% de

transcriptasas inversas (p50) permanecen ligat#aRdAsa H (p15) formando un solo polipéptido (p65)

las

4. vpx proteina de 12 kD, presente en VIH-2. Gen ac@es&iomoélogo devpr. Relacionado con la

patogenicidad del virus.



1.4. Ciclo bioldgico.

1.4.1. Entrada viral.

La primera etapa del proceso de entrada del vionsiste en la union del virus a moléculas de
membrana en determinados tipos celulares. Algua&sths interacciones son inespecificas (bajalafini
por el VIH), mientras que otras tienen mayor imaocia patogénica (lectinas DC-SIGN y L-SIGN,
expresadas en células dendriticas). La union ycfamgis del virus se produce por residuos de
carbohidratos e integrinas (como ICAM-3) de la memh de linfocitos. Tras la endocitosis y
presentacion de antigenos en el HLA-Il. La altaidéid de la unién del VIH a estas lectinas faciita
incrementa la infeccion de los linfocitos circungsnmediante varios mecanismos: concentracion de
particulas en estas estructuras, activacion decliafs y la propagacion a partir de células deiedst
infectadas. Todo esto explica la propagacion del Whace de las células dendriticas un reservanmolel

la infeccion se establece y se transmite a losditds CD4 Alcami, 2003

1.4.2. Interaccién con los receptores y entrada deirus en la célula.

La entrada del VIH en la célula se produce medilniateraccion con 2 tipos de receptores: el
receptor CD4 y los receptores de quimiocinas. Aartgy descritos varios tipos de estos receptores qu
pueden actuar como receptores virales, CCR5 (R5X@R4 (X4) son los mas importantéSdnzalez et
al, 2010. La afinidad del virus por un tipo u otro de efp® de receptores se ha definido como tropismo
viral y esta relacionado con la secuencia de amidod y conformacion de distintas regiones codifésa
en la gpl20, especialmente en la tercera regioiablarde la envuelta (V3). El uso de uno u otro
correceptor define el tropismo de la cepa: cepasdRiropismo a macréfagos, cepas X4 con tropismo a
células T y cepas dual-mixtas (R5X4) que puederaern la célula utilizando cualquiera de los dos

correceptores. (Figura 1.3)

A Envuelta VIH B Interaccién con CD4 y C Interaccién con
cambio los

de la gp120

primeras etapas de la infeccion sélo se expressceptor

D Liberacién del dominio E Formacién estructura
de fusion y anclaje en las B-hélices. Fusion de

CCRS5 en la membrana, mientras que el receptor CX&&R4 membranas viral y collar 125, membranas

encuentra internalizado. Durante el avance defégdion,

se desarrollan cepas con tropismo X4 (sincitiatedpal- ieliomere S8
mixto, relacionados con la deplecion mayoritaria de
linfocitos CD4 (6pez-Aldeguer et al, 20R5

Figura 1.3. Esquema de la entrada del virus da célula huésped.

Adaptado de: Alcami et al. 2011.
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En este proceso, la molécula gp120 experimentaambio conformacional al interaccionar con
CD4, produciéndose a continuacion una segundaactiEn con el receptor de quimiocinas CCR5 o
CXCRA4. Este doble reconocimiento de receptorescimda exposicion de la region amino-terminal de

gp41 que permite la fusion virus-célula y la erdrdd la particula virica (Figura 3)€lgado et al. 2011

1.4.3. Internalizacion de la capside y liberaciédel ARN viral.

El proceso de descapsidacion del ARN viral se maigin el citoplasma celular, siempre que el
virus escape a los mecanismos de bloqueo de I d¢&apedadora. Este blogueo se realiza por medio d
TRIM5a, APOBEC3G Y tetherina, regulados positivamentegbdnterferon tipo | (activado por ARN o
ADN virales). El VIH ha generado distintas estréegjue combina la mutacién adaptativa de distintas
proteinas virales con la generacion de proteinpecéficas que inhiben estos factores de restriccion

celular.

Brevemente, el VIH-1 evade la accion de TRéM&utando residuos criticos en la proteina de la
capside $astri et al. 2011l En cuanto a la accion de APOBEC3G, el VIH-1, iaet vif (factor de
infectividad viral), sintetiza la proteina Vif qee une APOBEC3G en la célula productora de virles y
dirige a la maquinaria de degradacién del proteas@uila-Gaur et al. 2008 Por otro lado, la tetherina
es inhibida por la proteina Vpu. Estudios reciehigs observado que este proceso es diferentelestre
tres tipos de VIH-1: la tetherina inhibe Gnicamegitépo M mientras que los tipos N y O no dispoden
genes Vpu o Nef que bloqueen a la tetherina. Regiente se ha demostrado que el tipo P tampoco
puede inhibirla $auter et al. 2012 En estos tipos de VIH-1 deben existir mecanisailternativos, o
quizas el eficiente bloqueo mediado por tethermastos viriones, es la causa por la que esteantesi
no se han extendido de forma pandémica como elMigiel VIH-1 (Neil et al. 2008 y Douglas et al.
2010.

1.4.4. Retrotranscripcion, transporte e integracion

La liberacion del ARN e inicio del escape a los amemos de restriccion celular se produce en el
citosol mediante la retrotranscripcion del ARN Vitavado a cabo por la enzima transcriptasa irvers
retrotranscriptasa (RT). Esta enzima genera uné dudbra de ADN que duplica los LTR situados a
ambos extremos del genoma proviral. Para la sintlesla segunda cadena de ADN actua la ribonucleasa
H, que degrada parcialmente el molde de ARN origigenerando asi un ADN de doble cadena. Este
ADN sintetizado se transporta al nucleo (mediado or y pl7, conformando el complejo de pre-
integracion) mientras que Nef aumenta la eficiedeiaetrotranscripcion en el genoma celular mediknt
accion de la integrasa viral constituyendo la fopraviral del VIH Schwartz et al. 199% Agace et al.
2000. Este proceso es dependiente de factores ceduladacidos por activacion celulaEdiras et al,

2009 y en linfocitos CD4 en reposo, el genoma viralraascribe a ADN de forma incompleta ya que no
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se produce la finalizacién de la retrotranscripgida integracién a menos que la célula se acHaeK et

al. 1990. Estas formas provirales no integradas puedangecer en el citosol celular hasta una semana,
constituyendo un reservorio potencial del VIH conmomarcador de infeccion celular recien@gn et

al. 1997.

1.4.5. Replicacion del VIH.

Una vez integrado el VIH, pueden darse tres fen@sidatencia, replicacion de forma controlada

o replicacion masiva.

El inicio de replicacion conlleva la transcripcigrsintesis del ARNm del VIH a partir del ADN
proviral integrado en el genoma celular. Este moag depende de proteinas virales, sino de factore
celulares que interaccionan con las secuenciasadmgas localizadas en las LTRgace et al. 2000
Entre estos factores, destaca NF-kB como prinafehento regulador de la transcripcion del VIH en
linfocitos CD4 a partir de su estado de latendlagmi et al. 1996

La transcripcién completa del genoma viral es naaldjgor la proteina virica Tat (en cooperacion
con NF-kB y Spl), actuando como enhancerque permite la elongacion completa del ARN viral
(Gaynor et al. 1992 EI ARNm, sintetizado en un Unico transcrito, temsportado al citosol y alli
procesado en transcritos de diferentes tamafio$o €aprocesamiento como el transporte del ARNra est
mediado por la proteinRev Asi mismo, también esta implicada en el procesemnsamblaje de los

ARNmM con los polisomag3reen et al. 1991

1.4.6. Formacién y maduracion de los viriones.

Finalizada la sintesis de todas las proteinasegyastas son procesadas antes de ensamblarse. En
este proceso participan Vif, Vpu y la proteasalviiamerman et al. 199§ Cullen et al. 1998 La
proteasa viral procesa los precursores proteinigag y Gag-pol dando lugar a las proteinas de la
nucleocapside, la transcriptasa inversa y la prgpieasa viral. EI procesamiento de gpl60 en sus

productos (gp120 y gp41) lo realiza una proteakdace

La maduracién final y el correcto ensamblaje deasolds proteinas virales ocurren al final del
ciclo infectivo, durante el proceso de gemaciomakdlo, el nucleoide migra hacia la membrana eelyl
se recubre de la membrana lipidica y de glucoprasefle superficie adheridas a ella. A continuad#n,

particula viral madura se desprende por gemacastituyendo una particula viral madura (Figurg.1.4
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Figura 1.4. Ciclo biolégico del VIH. Adaptado de: Acami et al. 2011.
1.5. Mecanismos de escape viral a la respuesta innau
1.5.1. Variabilidad genética.

Parte de la alta tasa de variabilidad del VIH deedela tasa de error en la transcripcién llevado a
cabo por la transcriptasa inversa, la cual intreduca sustitucion por cada 300 nucleétidos por
ronda de replicacién con una elevada tasa de aejic (1. Esto da lugar a una gran proporcion de
virus defectivos, pero por otro lado se generanguaa diversidad de virus capaces de escapar &bton

de la respuesta inmunitaria especifidée( et al. 2003 Miedema et al. 2006

Este fenébmeno es destacable en el gen pol, el mdsewado, donde la divergencia entre
nucledtidos en subtipos VIH-1 oscila entre el 7-1#&gando hasta un 25%) y entre cepas de un mismo
individuo en el mismo momento puede oscilar alredeldl 2% (Figura 1.5) (Santos et al. 2011). El VIH
1y el VIH-2 comparten un 60% de homologia en taieacia proteica del gen pol, y las estructuraa de
retrotranscriptasa, proteasa e integrasa sonvataginte similares en cuanto a la regién catalftiiai et
al. 1991 Ohtaka et al. 200y Roquebert et al. 2008Este dato es importante porque la historia agtla
transmisibilidad y respuesta al tratamiento soardiites. En la variabilidad genética no sélo ineersn
las mutaciones puntuales, también las duplicacjah@sciones e inserciones, tanto por recombinacion

homologa como no homologa.
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Figura 1.5. Distancia genética en el gen pol del Mt1. Modificado de: Santos et al. 2011.



1.5.2. Enmascaramiento de los epitopos de neutrai@on.

El enmascaramiento se produce porque la envuetih @ una estructura trimérica que oculta
unos dominios altamente conservados. Estos epitopeden sufrir una glicosilacion de los residuos
aminodacidos reconocidos por los anticuerpos nézdrakbs Gonzalez et al. 20)0o que otorgan una gran

flexibilidad y variabilidad estructural proporciardo una extraordinaria capacidad de escape.

1.5.3. Latencia, persistencia y reactivacion.

La instauracion del virus en los reservorios adiesgjue se desencadene la respuesta inmunitaria
especifica supone otro obstaculo para el contrdh deplicacion viral ya que el virus se establendos
linfocitos infectados. Estudios previoSdrcia et al. 199Pobservaron que al interrumpir el TARGA en
un paciente con viremia controlada durante afopoens dias se producia un repunte de la cardaavira
niveles similares a los previos al iniciar el TARGRor otro lado, estudios mediante técnicas
ultrasensibles muestran que en todos los pacient8\RGA se mantiene una replicacion a bajo niel (

5 copias de ARN/ml) demostrando persistencia einatleterminados reservoriéda{mer et al. 2008

1.5.4. Cinética de replicacion. Definicion de cuasspecie.

La aplicacibn de modelos mateméticos han demostoaso diariamente se producen en un
paciente VIH-1+ del orden de %8 1G° particulas virales, lo que conlleva la destrucdiecta de entre
10" a 1@ linfocitos CD4 Ho et al. 1995/ Ho et al. 199

Todos estos fendmenos provocan una elevada heteidgd genética que permite que en la
poblacién de virus de un mismo individuo coexisggmomas relacionados entre si, pero no idénticos,
conocidos comauasiespecies viricagvolutivamente, la existencia de cuasiespecidsmsariginado por
presion selectiva, competencia y seleccion de gasomejor adaptados a la presion ejercida por el

sistema inmune o la presencia de farmaBasr(ingo et al. 199y Domingo et al. 20011

En un individuo infectado, cuando se realiza unudist genotipico de resistencias a
antirretrovirales, observaremos una secuencia mhiant consenso, pero esta secuencia mayoritaria no
siempre coincide con la secuencia promedio o gmldacion. Las cuasiespecies permanecen a niveles
bajos dentro de la poblacion globaaiantes minoritariay hasta que surge una presion selectiva que hace
gue su numero aumente. Es conocido que la presléativa ejercida por los farmacos sustituira asuna
subpoblaciones sensibles por otras resistente®, giar eliminar por completo las primeras, que

permaneceran en algun reservorio.



1.6. Clasificacion del VIH.

1.6.1. Tipos de VIH.

Actualmente hay descritos dos tipos de virus derfainodeficiencia humana: VIH-1 y VIH-2. El
mas extendido a nivel mundial es el VIH-1, queralés de 2012, se estimaba hubiera 35.3 millones
[32.2-38.8] infectados por este tidgdNAIDS Report 20)3(Figura 1.6). El VIH-2 tiene una distribucion
mas limitada, siendo endémica en regiones deldestrica, donde puede llegar a tener una previlenc
del 10% Poulsen et al. 199¥% Reeves et al. 2002A nivel mundial, se han descrito casos en Norte
América y Europa, pero todos los casos reportadogasaban de inmigrantes o nativos de regiones
endémicas. Esta limitacion en la infeccidon por 812 se debe a que el ratio de infectividad del VIH
1/VIH-2 se ha estimado en un valor comprendidoecBt40 y 3.86, de ahi la mayor distribucién a nivel
mundial del tipo 1Gilbert et al, 2003

En Espafia, hasta diciembre de 2010, se habiamdzado 244 casos de infeccion por VIH-2. La

mayoria eran varones (66%) y originarios de Afcdsahariana (73%)(evifio et al, 201Q

Western & Eastern Europe
Central Europe & Central Asia
860 000 1.3 million
North America {800 000 —930 000] - [1.0 million — 1.7 million]
1.3 million East Asia
(980 000 - 1.9 million] __ 880000
Middle East & North Africa (650 000 - 1.2 milion]
yor L
eV UOU = South & South-East Asia
[220 000 - 280 000] 3.9 million
Sub-Saharan Africa [2.9 million — 5.2 million]
Latin America 25.0 million

1.5 million [23.5 million — 266 million] Oceania
{1-2-mithon=1.9-mition} 51 000
[43 000 - 59 000]

Figura 1.6. Estimacion mundial de personas infectas con VIH-1.

Fuente: http://www.unaids.org

El VIH se origin6 mediante trasmision multiple zotina desde el virus de la inmunodeficiencia
de simios (SIV) hasta humanos en Africa Centralegt®. Actualmente mas de 40 especies de primates
son portadores de infeccion por el SIV especifieocdda especieAghokeng et al. 2010/ existe una
correlacion geogréfica entre el SIV de chimpané&mn (troglodytes troglodytesSIVcpz) y el mangabi
gris (Cercocebus atysSIVsm) con el VIH humanoP{antier et al. 2009 Peeters et al. 200§ Van
Heuverswyn et al. 2007
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1.6.2. Grupos y subtipos de VIH.

El VIH-1 se clasifica en 4 grupos: M (Main), N (Ngew (Outlier) y P (Primate) (Figura 1.7). Por
otro lado, el VIH-2 se ha clasificado en 8 grupsH.

Dentro del VIH-1 la prevalencia de cada grupo ey wariable siendo el grupo M el Unico grupo
de VIH considerado pandémico (aproximadamente 388mas de infectados). El grupo O lo encontramos
casi exclusivamente en Africa Central y Oeste,atestdo Gabdn, Guinea Ecuatorial y Camerun, cuya
prevalencia es muy baja (1.1%). El grupo N se reduain pequefio grupo de personas en Camerun
(apenas 13 individuos, lo que supone una prevaatai 0.1%). En 2009 se definié un nuevo grupo de
VIH-1, el grupo P, que se ha identificado en 2\vidlios en la ciudad de Yaoundé (Camerun) hasta la
fecha (prevalencia de 0.06%)Sihon et al. 1998\youba et al. 200IRoques 2004Plantier et al. 2009
Vallari et al. 201).

SiVepzhBES
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vero | \
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— e .
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Pz -I*ou \‘_\‘:\_
\ | \‘
| | ‘I b Group O
\
\
06CMU14768 ‘-\ 100 MVP5180
RBF186
fas
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o1
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Figura 1.7. Arbol filogenético indicando las distanias entre subtipos y grupos de HIV-1y SIVgor.
Para enraizar el arbol se ha usado una secuencia 88/ de chimpancé (SIVcpzANT).
Modificado de Vallari et al. 2011

1.6.3. Formas circulantes recombinantes (CRFs).

El proceso de recombinacion en el VIH-1 se HIV viral recombination
Sequential Infection Simultaneous Infection
produce in vivo como consecuencia de la infeccion o & 8
simultdnea del individuo por dos variantes del wiru : L
(coinfeccién), o en distinto momento (superinfencio \E*E
infeccién por VIH en un paciente previamente irdelc) ) |
_ 4 Hetetu:yguui/
(Gottlieb et al. 2004 Fang et al.200% vine: Loy
kL) dE
Este fenomeno genera virus que no pueden ser " *"

‘.l' .
Q} Recombinant virus

. HIV particle

considerados subtipos puros sino recombinantes eog
= host cel

= yiral RNA/
'“ Integrated provirus

0 mas subtipos, por lo que se les conoce com

recombinantes o mosaico (Figura 1.8).

Figura 1.8. Coinfeccion, superinfeccion y
recombinacion en la infeccién por VIH.
Modificado dehttp://www.itg.befitg/
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Dentro del VIH-1 grupo M, los recombinantes entubtgpos con puntos de recombinacion
comunes y reconocidos en mas de tres individuolagionados epidemiolégicamente se llaman CRF
(formas recombinantes circulantes). Hasta el momsathan descrito 55 CRFs, cada una designada por
un numero identificativo y los subtipos genéticae @stan presentes en su genoma. Si el genomarenti
secuencias originarias de mas de dos subtiposyi@afrecombinante se define como “cpgbrfipleX

(Figura 1.9). Se estima que al menos el 20% deféagion por VIH-1 es causada por CRRAegIfhelaar et
al. 2012.

EOCERERET)
5

§ g ; g §
) (— G = o
CRF01_AE a 1
s alE % =m
| E
' s -
CRF02_AG 5 Em

G A
o - e P 1 a = ? f i- g EE ]
— =ﬁ%ﬂ'i‘ﬁi##mi-’r#1 I’.
51 |i [—ﬂ
CRF18_cpx ﬁ s —11 I
[ I
A Elc u B H

Figura 1.9. Representacion de algunos CRFs y sunaposicién genémica.

Los recombinantes entre subtipos URFs (formas rbt@ntes Unicas) se han encontrado en
individuos aislados, no compartiendo los puntosegembinacion con las CRFs conocidas, por lo que no
han podido clasificarse como un nuevo CRF. Algu@é&d-s han recombinando entre si o0 entre otros

subtipos puros por lo que se ha comenzado a usangho SGR (recombinantes de segunda generacion).

En cuanto a otros grupos de VIH-1 (M y O), se hatectado recombinantes entre ellos y entre
distintos CRFs clasificandose como URWar{ den-Haesevelde et al. 199Aghokeng et al. 2004En el
VIH-2 actualmente hay descrito un Unico recombiegi@RF01_AB) lpe et al. 201D Entre VIH-1y

VIH-2 se han descrito infecciones duales pero aisenhan encontrado cepas recombinantes entre ellos
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1.6.4. Distribucion geogréfica del VIH-1.

La distribucion mundial del VIH-1 se describi6é drapartado 1.6.2 y en més detalle en la figura
1.10.

B CRFO1_AE
O CRFo2_AG
O CRF03_AB
B Other CRFs
O URFs

Figura 1.10. Distribucién mundial del VIH-1. Modificado de Hamelaar et al. 2012.

La distribuciéon mundial de los CRFs se describeabla 1.3.

Tabla 1.3. Distribucidon geogréfica de los CRFs. Emegrita los analizados en este estudio. Modificadde
Hemelaar et al. 2012.

CRF Distribucién geogréfica CRF Distribucién geogrdica CRF Distribucién geogréfica CRF Distribucién geografica

Sudeste Asiético, Este de . . . -

CRFO01_AE Asia, Africa Central CRF15_01B Tailandia CRF29_BF Brasil CRF43_02G Aaddaudi
Africa Occidental, Kenia, Argentina, Coreq . .
CRF02_AG Africa Central, MENA CRF16_A2D del Sur CRF30_0206 Niger CRF44_BF Chile
Este de Europa and - . i
CRF03_AB Central Asia CRF17_BF Sudamérica CRF31_B( Brasil CRF45_AKU Af@entral
CRF04_cpx Grecia, Chipre CRF18_cp: Cuba, Africat@én | CRF32_06A1 Estonia CRF46_BF Brasil
CRFO05_DF | Africa Central, Europd ~ CRF19_cp CubaicAfCentral | CRF33 01B Ma'el‘ﬁljaéfgggap“" CRF47_BF Espafia
Africa Central, Africa I )
CRF06_cpx Oriental, Estonia CRF20_BG Cuba CRF34_018| Tailandia CRF48_01B Malasia
CRF07_BC China CRF21_A2D| Kenia CRF35_AL Afganistédm CRF49_cpx Gambia
CRF08_BC China CRF22_01A Camerun CRF36_cpx Camerdn CRF50_A1D Reino Unido
CRF09_c Africa Occidental, CRF23_BG Cuba CRF37_cpx|  Camer(in, Mozambiue ~ CRRH. Singapur
_cpx Africa Central — —cp. ' q — 9ap!

CRF10_CD Tanzania CRF24_BG| Cuba CRF38_BF1 Uruguay RF52_01B Sudeste Asiatico
CRF11_cpx Africa Central CRF25 cpx | Africa Cse;‘fjrd"‘l' Arabia | cpeag gE Brasil CRF53 018 Malasia
CRF12_BF Sudamérica CRF26_AU RD Congo CRF40_BF Brasil CRB%B_ Malasia
CRF13_cpx Africa Central CRF27_cp! RD Congo CRFD_Q No definido CRF55_01B China
CRF14_BG Espafia CRF28_BF Brasil CRF42_BH Luxemburgo
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Durante la redaccién de esta tesis se incluyemmdipntes de confirmacion, los siguientes CRF:
CRF57_BF (China), CRF59_01B (China), CRF61_BC (@hinCRF63 02Al1l (Siberia, Rusia) y
CRF65_cpx (China).

1.6.5. Importancia de los subtipos de VIH-1 en elia@gndstico y tratamiento.

La diversidad del VIH ha tenido un fuerte impacto @ diagndstico ya que los equipos
comerciales han tenido que ser capaces de detedter las variantes del virus. Las pruebas sedégi
de cribado (actualmente de cuarta generacion) hasad anticuerpos dirigidos contra proteinas
estructurales (p2yagy gp4Zny y la mayoria de los métodos de enzimoinmunoenpageen una alta
sensibilidad y especificidad frente cepas del gipde VIH-1y VIH-2, pero aun existe cierta difitad
para identificar sujetos con infeccion reciente @astipos no B poco frecuentes (URFs y CRFs). Esto

debido a que los antigenos empleados comercialraeriiasan en cepas del subtipo B.

Las pruebas de diagnostico molecular se han basadoebadores genéricos para detectar y
determinar la carga viral plasméatica (CVP) caugadaodos los subtipos del VIH-1. Para la mediaén
la CVP se han utilizado clasicamente tres pruebagercializadas: Amplicor HIV-1 (Roche Diagnostics),
Versant o método del DNA ramificado (b-DNA) (Siermddealthcare) y NucliSens (bioMerieux), que
utiliza el sistema NASBAn(ucleic acid sequence based amplificatidburante los ultimos afios se han
desarrollado pruebas basadas en real time PCR (R))-FEn nuestro pais hay comercializadas dos de
ellas: COBAS TagMan (Roche Diagnostics) y RealTilé-1 (Abbott Molecular). Ambas se basan en la
amplificacién y la deteccion del ARN viral. El rangle deteccion es desde 50 hasta 1 millon de
copias/mL (RealTime HIV-1) y desde 20 hasta 10an#éls de copias/mL (TagMar$d¢humacher et al.
2007y Foulongne 200p

En lo referente al tratamiento antirretrovirals estudios de resistencia a los antirretrovirales
(genotipicos o fenotipicos) presentan algunos proas de deteccion de resistencia en algunos ssibtipo
y CRFs. En este apartado cabe destacar la imp@tdacsubtipar correctamente la cepa infectante, ya
gue algunas herramientas disponibles online estdadas principalmente en subtiposY®lfra et al.
2011D).

En cuanto al disefio de vacunas frente al VIH tieietivo una vacuna que brinde proteccion
frente a todas las cepas del VIH-1, para lo cuakgeieren preparados multivalentes. Para ellmsdat
recientes sugieren que las relaciones evolutivds\Vild podrian ser de mayor utilidad que las
consideraciones regionales en términos de disefMaaeas. Por este motivo, se ha propuesto eleiso d
secuencias de consenso 0 antecesoras de un selfyecifico con la finalidad de minimizar las
diferencias genéticas entre las cepas de las vacynéas cepas contemporaneas. Este enfoque
potencialmente podria incrementar la reactividadana y la amplitud de respuesta de una vacuna en

relacion con el uso de una Unica cepal €t al. 200%.

14



1.7. Tratamiento antirretroviral.

Hasta la fecha, la terapia antirretroviral agrupaarsenal HIV goi20
RIMA
de 23 farmacos comercializados (solos o en comidinacon o

tramscriptase Fusicitn

1

otros) dirigidos contra las enzimas del VIH: traifasa inversa

(RT), proteasa, integrasa y antagonistas del rece@iCR5

Co-receptor

(Figura 1.11) (tabla 1.4). La aparicion de resisiih frente a 10S [stagonists
inhibidores nucledsidos de RT (ITIAN), inhibidoreso

nucledsidos (ITINAN) e inhibidores de proteasa (@3)causa y*

o k/Ur:coatlng

==
a Reverse
Revers? » frapscriptase
transcription | o nibin
hibitoy

consecuencia del fracaso del tratamiento virologide supresion | & | 4

viral incompleta. i
< ={ Integration =35
[Strand transfer) e

Figura 1.11. Antirretrovirales y sus dianas. T
o Transcription
Modificado de De Clercq, 2007. | L. l
Tcell &
El objetivo del tratamiento actual es la supregiénla L‘ —
replicacion viral para conseguir una carga viraebectable en NJrrdation
plasma. Segin el panel de expertos y las guiaonses e it ¥ o
i ) . i . Pratease _I u Proteclytic processing
internacionales, esto se puede conseguir en pesiendive e Baibes
. . . . . Viral proteins and §=2
mediante el uso de la terapia triple, es decir, iame la i ssemsiese S0 8 o
cell membrane 2 Q‘j;.i;p
combinacion de tres farmacos que no presententaesis g@_ﬁ?}m%ﬂudding
cruzada entre si para evitar la rapida apariciormdéaciones @é:@ =8
asociadas a resistencia a estos farmacos. S &

Estos farmacos se clasifican en 6 clases o familissinhibidores de la transcriptasa inversa
anélogos de nucledsidos/nucledtidos (ITIAN), Idsibidores de la transcriptasa inversa no anélogos d
nucleétidos (ITINAN), los inhibidores de la protag#P), los inhibidores de la fusion (IF), los ipitiores
del correceptor CCR5 (IncCCRS) y los inhibidoredadmtegrasa (Inint).

Recientes estudios indican que el subtipo viratipuefluir en la eficacia del tratamiento y que la
existencia previa de mutaciones o polimorfismosépida seleccion de estas podrian disminuir la

eficiencia de los antirretrovirales.
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Tabla 1.4. Tratamientos antirretrovirales aprobadoshasta la fecha para su uso, afio de aprobacién

por la FDA y familia a la que pertenece.

Afio | Farmaco | Familia | Afio | Farmaco | Familia | Afio | Farmaco | Familia
1987 AZT NRTI | 1997| DLV NNRTI | 2003 T20 IF
1991 DDI NRTI 1997 NFV IP 2005 TPV P
1992| DDC NRTI |1998| ABC NRTI | 2006| DRV IP
1994| DAT NRTI |1998| EFV NNRTI | 2007| MRV CCR5
1995 3TC NRTI | 1999 AMP IP 2007 RAL I
1995 SQV IP 2000 LPV IP 2008 ETR NNRTI
1996 NVP NNRTI | 2001 TDF NRTI 2011 RPV NNRTI
1996 IDV P 2003| FTC NRTI | 2012| GS 9350* IP
1996 RTV IP 2003 ATV IP 2012| EVG# I

Nota: ddC, IDV (indinavir), DLV (delavirdina) o (NFV) Néhavir se han retirado del mercado o han caiddesuso debido a su
alta toxicidad. *Cobicistat (potenciador como RTdprobado por la FDA en Agosto 2012. #Elvitegravithipidor de la integrasa).
Comercializado junto a GS 9350, FTC y TDF en urdiciomprimido (Stribild®). Dolutegravir (DTG), nueinhibidor de la integrasa, ha sido
aprobado por la EMEA en 2013 pero no se esperaraarcializacion en Espafia hasta octubre de 2014.

1.7.1. Inhibidores de la transcriptasa inversa.

La transcriptasa inversa o retrotranscriptasa (B3 una de las enzimas claves dentro del ciclo
biologico del VIH. Se encarga de la sintetizaciénADN a partir de una cadena de ARN (actividad ADN

polimerasa ARN-dependiente con actividad ARNasa H)

La proteina es un heterodimero formado por dosrsdades: p51 y p66. La primera de ellas
engloba los primeros 440 aa del gen y no tieneidatl enzimatica. Su funcion es estabilizar y auaren
la eficacia del proceso de retrotranscripccion ifumal. La subunidad p66 la conforman 560 aa deldgen
la RT y engloba la region activa de la enzima. Eet#stituida por tres subdominios, uno que englabar

cadena de ADNCc, otro con actividad ARNasa y el sgbdio de conexion (Figura 1.12).

Al ser una enzima imprescindible dentro del ciagdb\drus, es una de las dianas mas usadas en
las terapias antirretrovirales. Los inhibidoreda®T se clasifican en dos categorias: los inhitgisiale
la transcriptasa inversa analogos de nucleésidd&\Nl o NRTI) y los no analogos de nucledsidos
(ITINAN o NNRTI). Los inhibidores nucleosidicos sanalogos de los nucledsidos usados en el proceso
de la transcripcion del ADN y actuan como termimadode la cadena que se esté sintetizando. Los
anélogos no nucleosidicos son un grupo bioquimintengiverso que inhibe no competitivamente la

polimerizacion del ADN.
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Figura 1.12. Modelo tridimensional de la RT. Modifcado de Pata et al. 2004.

1.7.1.1. Inhibidores de la RT anélogos de nucledsisl (ITIAN).

Actualmente encontramos 6 farmacos comercializad@®ovudina (AZT), didanosina (ddl),
estavudina (D4T), lamivudina (3TC), emtricitabifiel C) y abacavir (ABC). En este mismo grupo se
clasifica el tenofovir (TDF), que no es un nuclddssino un nucleotido pero que estructuralmente es

similar a los anteriores.

- Analogos de Timidina: Zidovudina (AZT) y Estawa (d4T). Ambos casi en desuso por su

toxicidad.
-Analogos de Citosina: Lamivudina (3TC), Emtribitea (FTC) y Zalcitabina (ddC). El 3TC y el

FTC usados frecuentemente en combinacion. El dd&@ipamente no se usa.

-Anélogos de Guanosina: Abacavir (ABC): Uso mugcérente. Antes de su uso es necesario el

estudio genotipico del alelo HLA B*5701 asociadars reaccion de hipersensibilidad (fiebre, rash
cutaneo, fatiga, nausea...). Las personas portadereste alelo no pueden usar ABC. La prevalencia de
este alelo en la cohorte espafiola esta proxim@dh&izabalaga et al. 2000

-Anélogos de Adenosina: Didanosina (ddl) y Tenof@ViDF). El TDF muy usado actualmente.

El ddl en desuso.

1.7.1.2. Inhibidores de la RT no analogos de nuckidos (ITINAN).

La principal diferencia con respecto al grupo aotees que no necesitan ser modificados
previamente por enzimas celulares. Actian por un@oompetitiva a un bolsillo hidrofobico de la ity
catalitica en la subunidad p66 provocando un camedrdormacional en su estructura impidiendo taato |
colocacién del molde y su iniciador como su orieidia con respecto al centro catalitico. Este gagba
descrito como no activos frente a cepas del gruple @IH-1 y VIH-2. En cuanto al resto de subtipes d

VIH-1 son activos, aunque se pueden encontraratiteéas de sensibilidad entre subtipos.
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Dentro de esta familia encontramos:

- Nevirapina (NVP): Primer ITINAN comercializado &spafia. Cada vez se usa menos debido a su baja
barrera genética y la rapida aparicion de cepésteates.

- Efavirenz (EFV): Uso extendido, tanto individu&imte como combinado junto a FTC y TDF (Atripla®).
Resistencia cruzada con NVP.

- Etravirina (ETR): ITINAN de segunda generaciomaena alta barrera genética y eficaz frente a
mutaciones de resistencia a los otros farmacostdegeupo, como K103N y Y181C.

- Rilpivirina (RPV): nuevo ITINAN de segunda genedm aprobado en 2011 que al igual que ETR
presenta una alta barrera genética. Se comerctalita en comprimidos individuales como combinado
junto a FTC y TDF (Eviplera®).

1.7.2. Inhibidores de la proteasa (IPs).

La proteasa del VIH es una aspartil-proteasa aadifi por el gen pol que codifica una proteina de
99 aa muy conservada entre los distintos subtipmsando una molécula homodimérica que presenta una
hendidura o dominio central activo (Figura 1.13ktaEenzima actla sobre dos proteinas virales
precursoras (Gag y Gag—Pol) dando lugar tres premanayores: p24, p17 y p7 que conforman parte del
core del virus, y tres proteinas pequefias: p6, pd yon actividad funcional durante el proceso de
exportacion viral. La actividad enzimatica sobreplaliproteina Gag—Pol produce las proteinas con

actividad enzimatica implicadas en el ciclo delisirtranscriptasa inversa, integrasa y la mismgegsa.

: \_d Terminal

N \N-' p-sheet

Figura 1.13. Modelo tridimensional de la proteasaModificado de Davis et al. 2012.

Los primeros IPs comercializados tenian una bagergética baja (resistencias a partir de 2-3
mutaciones) como fueron Saquinavir (SQV) e Indin@@dV), actualmente en desuso. Posteriormente se
aprueba el uso de Ritonavir (RTV), usado como midelor (inhibe el complejo enzimatico P450
permitiendo mantener unos niveles estables deHeseh sangre). Los siguientes en aparecer fueron:
Nelfinavir (NFV) permitido también en uso pediatrighoy en desuso por toxicidad), Amprenavir (AMP,
ya en desuso), Lopinavir potenciado con RitonaklP\{/r), Atazanavir (ATV), Tipranavir (TPV) y
Darunavir (DRV). Estos dos ultimos presentan uraan drarrera genética, pero ha sido DRV el que se ha

impuesto claramente frente a TPV. Hoy dia, los&s usados son ATV y DVR.
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1.7.3. Inhibidores de la fusion.

A los ya comentados receptores CCR5 y CXCRA4, hayiricluir a CD4 (receptor de proteina de
las células T auxiliares), gp120 y gp41l. Estasiitiraas estrechamente relacionadas con CCR5y
CXCRA4.

Actualmente existen dos agentes inhibidores @atiada autorizados:

- Enfuvirtida (ENF, T20). Su union a gp41l (regiohtiRl y HR2)

interfiere la aproximacion de las dos membranasidi@apdo la

fusion entre virion y célula. Es un péptido de 36darivado de lage
secuencia HR2 de gp41 (Figura 1.14). No tiene idetil/frente a
cepas de VIH-2. En desuso debido a su forma denégtnaicion

(inyecciones subcutaneas).

Figura 1.14. Estructura de las regiones HR1 y HR2 dgp4l (arriba) y
mecanismo de accioén de ENF (abajo).

- Maraviroc (MRV). Antagonista de los receptores giemiocinas o inhibidor de CCR5. Impide la
interaccion con la gp120 del virién. Se requiewdizar un estudio previo de determinacion del Boy
vira 'y que el virus sea CCR5 tropico para su usocdso de cepas X4 tropicas o dual mixtas (R5/%4) n
debe usarse.

1.7.4. Inhibidores de la integrasa.

Se trata de una proteina de 288 aa constituida gominios: un dominio N-terminal (residuos 1-
50), un dominio central o catalitico (residuos 302) y un dominio C-terminal (residuos 212-288) eBs
la zona catalitica donde se concentran las muteside resistencia a estos farmacos. Hay 3 farmacos

comercializados o proximos a su comercializacion:

- Raltegravir (RAL), el primero en comercializardgficaz tanto en pacientes naive como en
terapia de rescate. Su alto precio limita su uspblgque no se recomienda como terapia inicial.

- Elvitegravir (EVG), recientemente aprobado par FDA coadministrado con GS-9350
(Cobicistat), FTC y TDF en un tnico comprimido {@td®). Presenta resistencia cruzada con RAL.

- Dolutegravir (DGV), aprobado y comercializac&m2014. No presenta resistencia cruzada a los
anteriores. Recientemente se ha probado su nooimd@d con raltegravir en pacientes pretratadas pe
naive para inhibidores de la integraBazniak et al. 2013
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1.7.5. Nuevas moléculas en estudio.

Actualmente encontramos nuevos farmacos en difssetapas de ensayo clinico cuyo fin es modificar
y/o aumentar el perfil de resistencias actualingBficacion del tratamiento para aumentar la adheia

y la reduccion de toxicidad. Algunos de los quersguentran en fases mas desarrolladas se resurfeen en
tabla 1.5.

Tabla 1.5. Resumen de algunos antirretrovirales efases avanzadas de estudio.
Fuente: http://aidsinfo.nih.gov/ y Menendez-Arias 2013.

Familia Nombre Compaiiia Fase Familia Nombre Compaiiia Fase
Amdoxovir (DAPD) RFS Pharma Il Dolutegravir (S/GSK1249572) | ViiV Healthcare 1l
Apricitabine (AVX-754) | Shire Pharmaceuticals | Il Integrasa | S/GSK1265744 (GSK-744) zfgigg%tmme llb
ngg;‘abi”e (ACH-126, | Achilion [ MK-2048 Merk I

ITIAN sz?i(?:r\i’\ija(doo)BP'GO1’ Bristol-Myers Squibb IIb ;i&;:go(:lgtg:;gpo Progenics Il

Ibalizumab (TNX-355, TMB-

Fosalvudine (alovudina | Heidelberg Il 355; anticuerpo bloqueador Tanox / Genentech Il

precursor) Pharmaceuticals CD4)
Racivir Pharmasset Il ;)MS-O(;%OGB (bloqueador Bristol-Myers Squibb Il
. ! INCB-9471 (bloqueador
BILR-355/r BS Boehringer Ingelheim Il Inhibidor CCRS5) Incyte Il
) Sarawac Medichem entrada PF-232798 (bloqueador N

Calanoline A Pharm 1 CCRS5) ViiV Healthcare Il
GSK-2248761 " )

(IDX899) ViiV Healthcare Il SP-01A Samantian Pharm Il

ITINAN : o ’ TAK-652-Cenicriviroc Tobira (licensed from

MIV-150 Medivir & Chiron Il (blogueador CCRS) Takeda) 1
RDEA-806 Ardea Il AMD-70 (bloqueador CXCR4) | Genzyme Corporation Il
UK-435061 ViiV Healthcare I Vicriviroc (blogueador CCR5) | Schering-Plough/Merck Il

TMC-120 (Dapivirine) | Janssen R&D Il

Lersivirine* ViiV Healthcare IIb

Nota: * detenido en fase Ilb en Febrero de 2013. Enrpasés nombre precomercial y/o actividad.

1.7.6. Combinacion de antirretrovirales aprobados yomercializados.

En la actualidad se dispone de cuatro combinacigoesincluyen analogos de nucledsido y
nucledtido en combinacion: ABC+3T& iyexa®), TDF+FTC {Truvada®), AZT+3TC (Combivi®) y
AZT+3TC+ABC (Trizivir®). Estos compuestos deben usarse siempre en cacidsin con un
antirretroviral de otra familia para constituir tniple régimen que permita un éxito virolégico agta
plazo.Trizivir esta reservado para pacientes en los que no iédepelsuso de analogos ni inhibidores de

la proteasa.

Otras combinaciones de farmacos comercializadasyige inhibidores de la transcriptasa inversa
no nucledsidos en combinacién con analogos de ésidies y nucleétidos, como son los casos de
TDF+FTC+EFV Atripla®) y el recientemente aprobado TDF+FTC+REViplera®) (De Clercq 2012

La ultima combinacion aprobada en agosto de 200 BdeDA y recientemente comercializada es
la combinacion EVG/COBI/FTC/TDFStribild®) con la novedad que incluyen el nuevo potenciador
Cobicistat y un nuevo inhibidor de la integrasaviggravir) que puede usarse como tratamiento id®in
(de Jesus et al. 201.2
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1.8. Definicién de fracaso virolégico.

La supresion viroldgica se define como el mantesmta de la carga viral plasméatica (CVP) por
debajo de los niveles detectables (<50 copias/mRQropias/mL, segun técnica utilizada). Se conaider
fracaso virolégico cuando se obtienen dos CVPs meaya 20-50 copias/mL a partir de la semana 24 del
inicio del TAR o si tras alcanzar CVP indetectablaelve a ser detectable en dos determinaciones
consecutivas. Se ha descrito que valores de CVR €00 y 1.000 copias/mL estan asociados
estrechamente con la seleccion de mutaciones idéeresa por lo que se consideran fracasos virotiggi
(Taiwo et al. 201)L Por otro lado, existen factores que pueden aonduun fracaso virolégico que
dependen directamente del paciente (adherencia)ARl usado (absorcién y/o interaccion con otros

farmacos) y la cepa del virus.

En determinados pacientes con CVP controlada seltearvado brotes transitorios de viremia de
bajo nivel oblips (Havlir et al. 200} que vuelven espontaneamente a ser indetectablesgun cambio
en el tratamiento. Estos valores habitualmenteirseniores a 200 copias/mL. La mayoria de elloseo
relacionan con fallo virolégicd_ge et al. 2006pero en algunos casos se han observado la #@padei

mutaciones de resistencidcias et al. 200b

1.9. Resistencia a los antirretrovirales.

La resistencia al tratamiento antirretroviral séirdecomo la disminucion de la sensibilidad del
virus a los efectos inhibidores que poseen los ARMgue se traduce como un aumento de la CVP
originando un fracaso virolégico. La aparicion dsistencias se debe a la propia dindmica viraV/tel
donde la mayoria de estas mutaciones no influyeta esusceptibilidad de los farmacos, pero algunas
pueden dar lugar a una disminucién de la activioladsistencia al farmaco. Este fendmeno da lugar a
variantes virales o cuasiespecigse pueden presentar alguna de estas mutaciaredltimo, otro factor
influyente en la aparicion de estas mutacionesaesupresion viral incompleta que desencadena la
seleccién de cuasiespecies con mutaciones preissladas, que sometidas a presion selectiva pos esto

ARVs se convertirian en la poblacion viral mayai#a

Dentro del marco de las resistencias, existen giartas como M184V que disminuyen la
capacidad replicativa del virus y la capacidad whenohucion de linfocitos, perjudicando por tanto al

fitness viral, en comparacion condepa salvaje o wild type
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1.9.1 Barreras genéticas de resistencia.

La concentracion inhibitoria de un farmaco necespara inhibir el 50% de la replicacién viral
(IC50) dependera de cuanto mas resistente seeusl #xisten farmacos con baja barrera genétidasen
gue la presencia de una o dos mutaciones puedesr elensiderablemente el valor de IC50, como por
ejemplo 3TC, NVP, EFV o RAL. Mientras que AZT y IltBs sin potenciar presentan una barrera

intermedia. Otros farmacos como el resto de ITIANER, RPV y los IP/r presentan una barrera genética

3log

elevada (Figura 1.15).
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Figura 1.15. Representacion de la barrera de diferges farmacos y su potencia (medida en logaritmo da
carga viral en monoterapia). (Adaptado de Tang etla2012). Nota: VL=carga viral.

1.9.2. Resistencia cruzada y multirresistencia.

Las mutaciones que van emergiendo durante el tietéoncon un ARV pueden causar resistencia
cruzada a otro farmaco de la misma familia queaeigmte no haya recibido nunca. Por ejemplo, K103N
en la RT produce resistencia cruzada a los ITINANdmera generacién (NVP y EFV), pero no afecta a

los de segunda generacion (ETV y RPV).

El complejo Q151L/M (A62V, V75I, F77L, F116Y y Q151L/M) esta asociadoncda
administracion de regimenes que contengan d4T.d_ddirevalencia de este complejo es poco frecuente
en VIH-1 pero puede conferir resistencia a todedTdAN (Schmit et al. 1996 En VIH-2 se observa una

frecuencia mayor tanto de este complejo como dautacion K65R Descamps et al, 2004

La insercibn de dos serinas en la posicion 69 yml#acion T69S son otro ejemplo de
multirresistencia que parecen favorecer la escid@analogos de timidina, y que en combinacionlaon

mutacion T215Y puede favorecer la escision de ATy d4T Calmy et al. 2004

Existe un conjunto de mutaciones, conocidas comeianes de analogos de timidina (TAM)
gue engloban a M41L, D67N, K70R, L210W, T215Y/F ¥1RE/Q. Estas mutaciones se seleccionan mas
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frecuentemente durante la pérdida de respues@iragres que contengan AZT o d4T, pero éstas pueden
conferir resistencia al resto de analogos de nsitleé y nucleétidos, incluyendo al TDRgnhna et al.
2000y Miller et al. 2001).

En el caso de los inhibidores de la proteasa essaeo que se acumulen al menos dos de las
mutaciones primarias 147A/V, G48M/V, I50L/M/V, 154K/V, L76V, V82A/FISIT, N88S, I84A/C/V y

L90M para producir una resistencia cruzada enRss |

Debido a este fendmeno de resistencias cruzades @@nsensuado la secuenciacion de los ARVs
en un orden especificG(lia GeSIDA 2013

1.9.3. Mutaciones asociadas a resistencias: conaege mutaciones primarias y secundarias.

Las mutaciones primarias son aquellas mutacior@sgiduales que aparecen en fases tempranas
en la aparicion de resistencias a los ARVs. Eptede mutaciones son las que confieren resistancia
antirretroviral o familia (en caso de resistenciazada) en aquellos sujetos sin tratamiento previaive.

Se estima que el 8.5% de las infecciones reciemdsspafia tienen mutaciones de resistencia (416% a
ITIAN, 4% a los ITINAN y 2.2% a los IP) pudiendo raprometer los tratamientos de primera linea
(Garcia et al. 2011

Las mutaciones secundarias son mutaciones quansacumulando en el genoma viral cuando
estan presentes una 0 mas mutaciones primariasll®ose define como resistencia secundaria alague

mutaciones asociadas a resistencia en pacientexperiencia a tratamiento antirretroviral.

1.9.3.1. Resistencia a inhibidores de la RT andlagde nucledsidos.

Existen dos mecanismos de resistencia asociadus I@IAN: la pirofosforolisis dependiente de
ATP (proceso que permite continuar con la sint@si®\DN al conseguir eliminar el ITIAN que deberia
interrumpir la sintesis nuevas hebras de ADBEott, 2001y por otro lado, las mutaciones de la RT que
permiten que la enzima discrimine entre el nuctissnatural y el analogo sintético debido a la
disminucion de la afinidad por este ultimo en fadel sustrato natural de la enzima, permitiendo asi

continuar la sintesis de ADNL@veday, 2001

El mecanismo de resistencia mediante la pirofosfisoera el mecanismo mas frecuente de
resistencia hasta hace algunos afios con el usddey la ZDV (ambos analogos de la timidina). Hoy
solo se detectan en aquellos pacientes denomirddtdsicos. Se ha comprobado que el ITIAN con
mayor capacidad de resistir a los efectos de lafgsforolisis es TDF debido a su estructura espacia

flexible en su union con el grupo fosfato.

23



El mecanismo de pérdida de afinidad en la incogiénadel ITIAN es hoy dia el mas frecuente.
Dentro de las mutaciones reconocidas, destaca ltacitbo M184V que produce un cambio
conformacional provocando una alta resistencia@RBTC (estimada en >100 veces) y que no afecta a la
afinidad por el sustrato natural. También se olaseon las mutaciones K65R (en TDF y en menor
medida en ABC) y L74V (ABC), aunque aparecen comandrecuencia que la M184V. También

comparte este mecanismo el complejo de multiressisa Q151M pero a dia de hoy es poco frecuente.

Dentro del patron mutacional de este grupo de féosase han propuesto cuatro grupos de

mutaciones dependiendo del efecto que gen&tiagégrhoets et al. 200

1. M184V: es de las primeras mutaciones en seca@ehadas por la mayoria de los TAR (desde
los primeros hasta hoy dia) ya que puede ser $etecto por 3TC, FTC (produciendo una alta
resistencia a estos dos farmacos), ABC y en meratlida ddl. Conocida por la asociacion con la
disminucion del fitness viral, presenta una rewersparcial de la resistencia mediada por otras
mutaciones, como es el caso de la a ZDV, d4T y.TlFmutacion M184l es igual de importante ya que

es la que precede a M184V y es reemplazada eangbdi por esta variantBi@llo et al. 2003.

2. Grupo de 6 TAMs. Estas mutaciones pueden apgpecalos vias distintas de acumulacion de
mutaciones: TAM1 y TAM2. La primera via se encuanét aminodcido tirosina en la posicion 215
(T215Y), mientras que en la segunda es la fenilaa(r215F) la que esta presente. Esta via endggba
mutaciones M41L, L210W y T215Y, mientras que powia segunda suelen englobarse D67N, K70R,
T215F y K219QE. El patrén de resistencias que prawa@stas mutaciones es diverso siendo ZDV el mas
perjudicado (1-2 TAM), seguido de ABE @ TAM + M184V) y en un tercer escalén encontradara
d4T, ddly TDF £ 3 TAM).

3. Grupos de mutaciones no timidinicas (K65RN, E@Q L74VI, V75TM e Y115F). La
mutacion K65R confiere resistencia intermedia a ;T@H, ABC y 3TC/FTC, bajo nivel de resistencia a
d4T e hipersensibilidad a ZDVSluis-Cremer et al. 2000 Esta mutacion, junto con M184V reduce
significativamente el fithess viral ya que dismiauia replicaciéon viral. Por su parte, L74V cordier
resistencia a ddl y es seleccionada por este férmdemas de ABC. Confiere resistencia intermedia a
ddl. Para ABC son necesarias mas mutaciones pagalajconfiera resistencia. También reduce

significativamente la capacidad replicativa deligir

4. Complejo de multirresistencia Q151M. Descritoeépunto 1.9.2, origina una alta resistencia a
casi todos los ITIAN (parcial a 3TC y TDF).
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1.9.3.2. Resistencia a inhibidores de la RT no amd@os de nucledsidos (ITINANS).

Esta familia se caracteriza por la afinidad podahinio
hidrofébico que la RT presenta en su centro cealial que

confieren tal cambio conformacional que impiden

polimerizacion del ADN. Son inhibidores no competis que

utilizan puntos de union diferentes al sustrato tmeenzima Drug-seneive vius

DINA Polymerization
# Blocked

utiliza, pero al unirse practicamente todos en @&@mm sitio

presentan una amplia resistencia cruzada enti® (€ligura 1.16). A

Figura 1.16. Mecanismo de resistencia de la RT a INANs mediante

inhibicién competitiva. Modificado de Clavel et al,2004.

El mecanismo de resistencia es producida por namas entre los codones 100-108 y 179-190 de
la RT las cuales provocan una disminucion de lgsanciones hidrofobicas facilitando la disociaciten
la unién entre el ITINAN y la RT. Otra regioén deiémengloba los codones 225-236. En el primermsde |
codones podemos encontrar las mutaciones A98G,KK$04108I (bajo nivel de resistencia), la mutacion
L100I (nivel intermedio de resistencia a efavirgnbajo a nevirapina, etravirina y rilpivirina), K1B
(resistencia a rilpivirina) y la mutaciéon mas relete dentro de este codon, la K103N que configoe al
nivel de resistencia causando resistencia a efaviyenevirapina, pero que no afecta a etravirina y
rilpivirina. En los codones 179-190 destacan Y18WC/Y188H/L y G190A/S mientras que en los
codones 225-236 destacan P225H, M230L y P236L.

Esta familia no es activa frente al grupo O de MIH+ VIH-2 porque presenta cambios
estructurales en esta region hidrofébica que lefieren resistencia natural a estos farmacos, roret,

en los codones 181-188.

Uno de los ultimos estudios realizados en Espafita(et al. 2018sobre la posible existencia de
posibles diferencias en la resistencia a etraviyirdpivirina en los que los polimorfismos natwesl
puedan influenciar en la barrera genética conctuyegue V108l, Y188l y G190A era mas prevalente en
subtipos B, mientras que V90l eran mas frecuemesubtipos no B, pero ninguna diferencia consiguié

diferencia significativa.

1.9.3.3. Resistencia a inhibidores de la proteas#s$).

Se han descrito mas de 60 mutaciones que impiesiatencia a uno o mas IP en mas de 30

posiciones diferentegghnson et al. 20)0ocalizadas en el dominio central y proximidades.
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Las mutaciones asociadas a resistencia de loselRscalizan en el dominio central y cercanias.
Las mutaciones fuera de esta zona no afectan enkbdidad al farmaco pero si a la cinética de est
enzima del virus. Las mutaciones primarias destescia a IPs se caracterizan por afectar a la
sensibilidad del virus a esta familia y en ocasspramimentar la capacidad replicativa de aquellas vi

portadores de mutaciones mayores.

Las mutaciones en el dominio central son: D30ON, IVG28M/V, 150V/L, V82A/C/F/ILIM/SIT y
I84A/C/V. La mutacion D30ON se asocia histéricamerde el uso de nelfinavir, mientras que G48V se

asocia a pacientes con saquinavir y la I50V conrangvir.

Las mutaciones en el dominio de hélice comprerddsnaminoacidos comprendidos entre las
posiciones 33 al 62. Encontramos las mutacioned/MA46 147V e IS4A/LIM/S/T/V. Las que aportan un

mayor grado de resistencia son la M46 y la 154.

Existen otros cambios en otros residuos que pueaiprometer la sensibilidad de los IPs como
son las mutaciones G73S, N88D/G/T/S y L90OM.

De igual modo que ocurre con otros antirretroggaltambién encontramos mutaciones que
producen hipersensibilidad y restan resistenciacaso de encontrarse otras mutaciones. Estas
sustituciones son L241 (tipranavir), 150L (indingvsaquinavir, fosamprenavir, lopinavir, tipranayir
darunavir), 150V y I54L (tipranavir), L76V (saquwig atazanavir y tipranavir) y N88S (fosamprenair

darunavir).

En esta enzima del virus estan cobrando cada vszimportancia las variaciones naturales o
polimorfismos, especialmente dentro de los subtif@oB del VIH-1. Entre ellos destacan las sustitnes
en posiciones de resistencia: L10I/V; K20I/R; M3682I; L89I/M. En el estudio anteriormente citad® d
Anta et al, 2013, en el que se analiz6 tambiémdagbencia de polimorfismos para tipranavir y danin
se observo una prevalencia mayor de resistenciulatipos B que en los no B (11% vs 4.3%, p=0.004)
indicando una mayor exposicion de este farmaco st@ grupo. Para darunavir no se encontraron
diferencias entre subtipos (5.8% vs 5.5%, p= (.998

1.9.3.4. Resistencia a Inhibidores de la Fusion.
Se trata de un farmaco con barrera genética haga sglecciona rapidamente mutaciones.
Reservado para pacientes multirresistentes, coas&soo nulas opciones de rescate, en los que sea

imposible usar otros farmacos de Ultima generacidno pudieran ser maraviroc, darunavir o raltegravi

Las mutaciones més frecuentes aparecen entrediolsios 36-40 y 42-45 del dominio HR1 de la gp41.
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Estas sustituciones se asocian a un alto gradestsencia y disminucion del fithess viral, por lo

gue suelen desaparecer rapidamente al retirameht® Kei et al. 2002

También se han asociado mutaciones en la regi@h(NE26K, N137K y S138A) que influyen en
la sensibilidad a T-20. S138A es un polimorfisméurel encontrados en variantes del grupo O y N de
VIH-1.

1.9.3.5. Resistencia a inhibidores de la entrada.

Presenta dos mecanismos de resistencia descritqgza@entes que han fracasado con este
antirretroviral. El primero de ellos y mas comuUnegésnecanismo de escape de las variantes X4-tigpica
preexistentes de bajo grado, no detectadas par gatadebajo de los limites de los test de tropismo
(Cooper et al. 2010 El segundo de ellos implica la seleccion de wiatees dentro de la regidén V3 de la
proteina gpl120 del virus. El patron especifico dedagiones que pueden conferir resistencia a MRV en
pacientes R5-tropicos aun esta poco claro. Enfse destacan las mutaciones 4L, 11R, 19S, 21T y 28V
gue confieren resistencia a MRV. Por otro ladopacientes incluidos en el ensayo MOTIVATE se han
identificado una serie de mutaciones y patronemudiaciones asociados a disminucion de la actividad.
Algunas de ellas son: 13H, 16A, 20L, G15 P16INSRAN25INSI, G18DEL, 11S+26V, 18G+22T,
19S+26V, 20F+211, 20F+25D+26V, G15_ P16INSG+2H2dlén et al. 2010, Yuan et al. 2011, Parra-
Sanchez M et al. 20)2Destacan los cambios producidos en las posisidiey 26, asi como las
mutaciones 4L, 11R y 19S, asociadas con peor retpullgunos aislados R5 resistentes a MVC
presentan mutaciones inclusive fuera del bucleevi3el V1, V2, C4 y algunos aislados resistemtastro

también en gp41. Sin embargo, no se ha descrigigrsia cruzada con T-20.

1.9.3.6. Resistencia a los inhibidores de la inteaga.

La integrasa se constituye por 288 aa y tres dosifuincionales: N-terminal (1-50), C-terminal
(213-288) y region catalitica (51-212), siendo estaa en donde aparecen la mayoria de mutacioses la

mutaciones de resistencia.

El fracaso terapéutico a raltegravir se asociat@vias distintas de acumulacion de mutaciones.
La mas frecuente es la via N155H (40%), seguiddad®148H/K/R (30%) e Y143C/R (10%). La
presencia de estas mutaciones por si solas condiaioa resistencia de alto grado. Las mutaciones
menores asociadas a N155 son: L74M, E92Q/V, T91R1F, G163K/R, V151A/l, S230R, junto con la
propia mutacién Y143H. Las mutaciones menores das@on: L74M, E138A/K y G140A/C/S.

Raltegravir y elvitegravir presentan una resistemcuzada casi completa pero el dltimo farmaco

de la familia, dolutegravir, no presenta resisterecias mutaciones N155H e Y143C/R e incluso se han
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documentado recientemente datos de eficacia vigadoor la via 148 duplicando la dosis del farmaco
(Eron et al. 201). Estudios recientes con dolutegravir han mostdiffwencias en las combinaciones de
las mutaciones H51Y y R263K al comparar subtip@B €RF02_AG. Esta combinacion puede disminuir
la actividad de la integrasa en un 60% Yy el fitnesd hasta 51 veces. En CRF02_AG no seria neoesar

la presencia de la segunda mutacion para que dazman estos efectodi¢splede et al. 20)3

1.9.3.7. Importancia de los polimorfismos en subtigs no B.

En general, los polimorfismos o mutaciones as@saal resistencia descritas para subtipos B
también confieren resistencia a los subtipos notasta la fecha no existen evidencias de que ssbtip
no-B seleccionen mutaciones primarias nuevas Wwinths que los B. Entre subtipos no-B no hay una
mayor frecuencia de mutaciones de resistencia geman comparacion con subtipos B. Sin embargo, es
mas frecuente la existencia de polimorfismos y oiatees secundarias en posiciones asociadas a
resistencia tanto en la RT como en la PR. Las nartas primarias asociadas a resistencia son lasasis
independientemente del subtipo. Sin embargo, afjaparecen claramente con mayor frecuencia en unos

subtipos que en otros.

Aunque la mayor parte de la informacion fenotipaaunta a similitudes en términos de
susceptibilidad entre los subtipos B y no B, cada lkay mas indicios de que algunos polimorfismos
relacionados en la proteasa podrian interveniaesusceptibilidad especifica a algunos IPs inhikiside
la RT e integrasa. En algunas cepas no-B la aceimulade ciertos polimorfismos y mutaciones
secundarias en la PR se ha asociado a una redusgiden susceptibilidad in vitro a IPs (incluso en

ausencia de mutaciones primarias).

Por lo tanto, aunque existe una amplia base te@ue sustenta que el subtipo del VIH puede
influir en la respuesta al TAR, no se han encootradidencias clinicas que nos puedan ayudar a

determinar si existe un tratamiento éptimo parallssntos subtipos del VIH (Rivas et al, 2006).

1.9.3.8. Resistencias celulares.

La resistencia celular es otro mecanismo a temeuenta ya que se ha detectado la existencia de
bombas de expulsion de los antirretrovirales emdanbrana de los linfocitos y otros tipos celulafss.
han descrito el MDRP-1 (glicoproteina-P) para Bsylla MDRP-4 para los ITIANLge et al. 1998
Huisman et al. 2000 Este mecanismo puede inhibir las reaccionesnéimias requeridas para la

activacion celular de determinados farmacos otimda de éstos en las células.

Otro mecanismo es el efecto de contrarregulacidoven-regulation de la timidin-quinasa celular

encargada de la trifosforilacion de la misma gu@ca una reduccion del paso de AZT a la forma AZT
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trifosfato activa. De igual modo esta implicaddarfosforilacion de la d4T provocando una dismidnc

de la actividad pacientes tratados previamenteAZon(Sommadossi et al. 1995

1.9.4. Métodos més usados en la practica clinicarpda deteccion de resistencias.

Los métodos actuales que se encuentran aprobactmsercializados incluyen test genotipicos y
fenotipicos, los cuales utilizan suero, plasmalaolag mononucleares periféricas (proviral en estui#i
tropismo, por ejemplo) y permiten orientar sobretratamiento Optimo para cada paciente, cuando
empezar o sustituir un farmaco por otro por la iagar de mutaciones de resistencia. Los métodos
genotipicos son con diferencia los mas utilizadodaepractica clinica, por o que nos centrarentos e

éstos.

1.9.4.1. Test genotipicos de resistencia.

Como ya se ha comentado anteriormente, la vadabiilgenética del virus conlleva a la aparicion
de mutaciones en el genoma viral que puede llegdtesar la sensibilidad a los antirretroviralesteE
fendmeno ocurre mas frecuentemente en aquellosmasique utilizan pautas suboptimas o la adherenci
al tratamiento no es la adecuada. En este escarsafimdamental la detecciébn de mutaciones queapued
derivar en un fracaso virolégico y que permitirdege un tratamiento de rescate adecuado con la

consiguiente disminucién de mortalidad a largo @ihdirsch et al. 2008

El principio fundamental de estos test esla de@lacde mutaciones en el genoma del virus
asociadas a resistencia a antirretrovirales. Raraadizacion son necesarios dos pasos: retrotipogmn
del ARN viral y amplificacion de los genes que siiama de los distintos antirretrovirales (RT, pasge o
integrasa) mediante PCR. Posteriormente, con esthigto de amplificacion y mediante el uso de una
plataforma de secuenciacion con su software quaifgeta deteccién de las mutaciones y las compara
con una cepa patron. Existen varias pruebas coaesdbasadas en la secuenciacion por el método de
Sanger que se ha automatizado y que facilitan aizaeidn. Entre ellas las mas usadas son: GeneSeq
HIV (Monograms BioSciences), TruGene genotyping(&iemens) o ViriSeq HIV-1 Genotyping System
(Abbott Molecular). Los ensayos genotipicos exiggre la base molecular de las resistencias esté
suficientemente caracterizada, lo que permite guieteccion de mutaciones sea predictiva de la dalt

actividad de un determinado antirretroviral.

1.9.4.1.1. Variantes minoritarias.

Tanto los test genotipicos, fenotipicos y virtuatketectan bien aquellas mutaciones que se
encuentras de forma méas prevalente entre las spasies presentes en un paciente. El problemaees qu

cuando estas mutaciones estan presentes en mehdsb-26% de estas cuasiespecies (variantes
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minoritarias), estas pruebas pueden llegar a nec@delas lo que puede significar que se produzca un
fracaso virologico. La alternativa a este problesaga la secuenciacion masiva que pueden repesgar |
mutaciones en baja proporcion y aportar mas infordmasobre el riesgo de fracaso virologico en estos
casosl(i et al. 201).

1.9.4.1.2. Nuevos test genotipicos: secuenciacioasma.

Las técnicas hasta ahora disponibles permitieenebtun 98-100% de éxito en la amplificacion en
muestras con una carga viral superior a 500-1.0ptas/ml Parra-Ruiz et al. 2009 pero la secuencia
obtenida con estos métodos no es otra que la sgauysnomedio de todas las variantes presentes en la
muestra original, siendo dificil detectar mutac®ee supongan menos del 10-20% del thtafgdes et
al. 2010, lo que conlleva que aquellas variantes mindasapuedan obviarse en el estudio, y puedan

posteriormente ser seleccionadas cuando se enififganaco al que confiere resistencia.

En los Ultimos afos se estan incorporando pococa p los laboratorios de diagndstico de los
hospitales las plataformas de secuenciacion madestacando entre ellas la tecnologia 454-UDS (GS
Junior y GS FLX+, Roche Diagnostics§e trata de una metodologia basada en la pirosgaacEm
masiva que implica preparacion de una genotec®dd\aon posterior amplificacion de los fragmentos
mediante emPCR (PCR de emulsion) y secuenciaci@dbaen la incorporacion de nucleotidos
(pirofosfato) y produccion de luz (por medio deueiferasa) detectable por una camara Optica tipd C
A continuacion un software especifico (AVA, Amplicwvariant Analysis Software) se encargaréa del
alineamiento de las secuencias y mediante el saftaepCheck (Therapy Edge, ABL) (Figura 1.17).
Este equipo permite secuenciar fragmentos con uwaelad Optima de entre 250-600 pb en
aproximadamente 6-10 horas (dependiendo numerotrasigstamafio del fragmento) generando hasta 35

millones de bases de informacion (Mb).
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Figura 1.17. Workflow del proceso de pirosecuenci&m de la plataforma 454.
(Modificado de Gega et al, 2011)

Otras plataformas existentes son:
- lon Torrent (Life). La metodologia que usa e=teipo es similar al procedimiento del 454 GS

Junior, pero que en vez de usar luminiscenciagctimtes de luz, incorpora sensores de voltaje eapie
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detectar los H+ liberados cada vez que un nucle&@dune a la nueva cadena en formacion, es tecir,
sefial que detecta es el cambio de pH infimo eoll&i$n de reaccion. El proceso se lleva a cabtheys
con mas de once millones de pocillos. Cada progesera entre 10 Mb y 1000 Mb de informacion en un

tiempo estimado de 3 horas.

- MiSeq (lllumina) que se basa en terminadoreserstbles y los fragmentos que permite
amplificar son de 35-75 pb. Es un método basada eolimerizacion del ADN, donde la incorporacion
de un nucleétido marcado con fluorescencia y prdtegn la cadena naciente impide que ésta siga
creciendo. Tras detectar la sefial fluorescentelisgna el grupo protector y se puede incorporao ot
nucledtido marcado, con lo que empieza un nuevo.diada proceso genera 1600 Mb de informacién en

un tiempo de 27 horas con una baja tasa de error.

- ABI Solid (Applied Biosystems) se basa en ldeobién de secuencias por ligacion de
octameros marcados de secuencia conocida a laecaéeADN, con la posterior deteccion de la sefial

fluorescente emitida tras cada ligacion. Los fragioe que permite amplificar son de 25-75 pb.

De un estudio recientégman et al. 2012 concluimos que la plataforma mas eficiente cisee
es el MiSeq con una tasa de error menor al 0.1%q&lo mas rapido es lon Torrent con una velocidad
qgue puede alcanzar los 330 Mb por hora pero cortaszade error que alcanza el 1.5% (unos 15 errores
por cada Mb), especificamente en fragmentos domslesécuencias son repetitivas. La plataforma que
genera los fragmentos de secuencias mas largeadfiditlidad hasta unas 600 pb, pero en aumento con

las nuevas versiones de software) y permitia uomegjsamblaje del genoma fue el 454 GS Junior.

Por lo tanto, a dia de hoy la plataforma 454 sseta como la referencia para entrar en el
laboratorio de diagnostico en VIH de los hospitalgentras que las otras plataformas pueden quedar
relegadas a resecuenciar genomas ya conocidos ogbastudio de expresion de transcritos peseea te

las ventajas de precio y fiabilidad con regioneba®opolimeros.

A pesar de lo novedoso de cada técnica, ya seeetman en desarrollo lo que se conoce como

tercera generacion de secuenciadores masivos. g&stesumen en la siguiente tabla:

Tabla 1.6. Principales caracteristicas de los sequ@adores de 32 generacion.

Equipo Compania Metodo de secuen- DNA Longitud | Tiempo nt'ca-
ciacion molde lecturas carrera mre-
{pb) {h ralGhb}
3° Generacion de Helicos 15MS Helicos BioS- Polimerasa Maolécula 25-45 192 ar
secuenciadores ciences (inica
Pacific Bios- Pacific Bios- Polimerasa Maolécula 1000 MA MNA
ciences ciences Onica
ZX Genetics ZX Genetics Micrascopia electrani- Malécula MA MA MNA
ca (nica
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1.9.4.2. Interpretacion de las mutaciones de resgsicia.

Una vez obtenida las mutaciones que presenta @$ Wfectante de cada paciente se pueden

utilizan diferentes algoritmos de interpretaciomugaciones asociadas a resistencias.

Estos algoritmos se encuentran alojados en seeddonline de acceso gratuito. A partir de
archivos .fasta o .seq generados tras la secu@ntiagbtendremos un completo informe con las
mutaciones encontradas Yy la interpretacion deiladas de resistencia a todos los antirretrovirdagre

estos algoritmos destacan:

A nivel nacional: Red de Investigacion en SIDASRWww.retic-ris.net).

A nivel internacional:

a) HIV Drug Resistance Databadetp://hivdb.stanford.edu Ademas permite realizar el subtipado.
Se encuentra entre los mas utilizados.

b) Geno2pheno (www.geno2pheno.org). Permite el sulipéral de una forma mas precisa que el
anterior, especialmente en subtipos no B. Incorptgaritmos para la resistencia de la integrasa
viral y la interpretacién del tropismo viral.

c) Agence Nationale de Recherches sur le SIDA et lépatites virales (ANRS francesa,
www.hivfrenchresistance.org).

d) Euresist Network websitevivw.euresist.org

e) Sociedad Internacional de SIDA de EE.UWw{v.iasusa.orj

Es importante conocer que no todos los sistemdsateretacion aportan la misma calidad ni
cantidad de informacién y sélo algunos cuentanregias de interpretacion especifica y actualizada p
subtipos no BEberle et al. 201R Entre estos sistemas destacan las de la Sodigtdadacional de SIDA
(IAS), cuyo panel de expertos publican periddicameste listadoJphnson et al. 20)3A nivel nacional
destaca la Guia de Resistencias a los antirrestesir editada por el panel de expertos de la Red de

investigacion en SIDA (RIS) y actualizada anualraent

Otro mecanismo para la interpretacion de las nias de resistencia encontradas se basa en el
uso de algoritmos de interpretacion basados eedpuesta de clinica en los que se tienen en cuenta
mutaciones, respuesta al tratamiento y nivelesr@iisos de ARN. No existen para todos los farmgcos

no estén validados para su uso en la clinica.

Por lo general existe buena correlacion entresesigoritmos pero suelen darse casos de
discordancia en la interpretacion de resultadascipalmente a la sensibilidad producidos (un famna
sea sensible por un algoritmo y actividad dismiawdesistente por otro). Por otro lado cabe meacio

gue no todas las herramientas online tienen la aniBabilidad a la hora de definir correctamente el
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subtipado de nuestra cepa de estudio ya que ladeaStanford discrimina correctamente los subtipgs
CRF02_AG pero no subtipos Al y F1 (subtipos mugdemtes en nuestra poblacion de estudio y a
continuacion discutida). Para este fin existenagatierramientas que permiten subtipar correctamente
nuestras cepa¥¢€bra et al. 201y Pineda-Pefa et al. 20).3

1.9.5. Utilidad en la préctica clinica.

En varios estudios publicados con pacientes netgdeen paises denominados desarrollados, la
prevalencia de resistencias primarias en pacieatesnfeccion aguda o cronica ha aumentado h supera
el 10% (Novak et al. 2005Wensing et al. 200y Cane et al. 2006 A nivel nacional, en estudios
multicéntricos que incluian pacientes con infecaiéciente encontraron que un 14% de las cepas tenia
mutaciones primariagié Mendoza et al. 20p5que se redujo en estudios posteriores hastarliegin
10% GSanchez Onoro et al. 20@Palacios et al. 2008 En un estudio mas reciente y en una poblacion no
tratada en el periodo 20@008 en los nuevos diagndsticos de la cohorte potisp de adultos de la red
de Sida (CoRIS) se ha estimado en el 8,8ar¢ia et al. 201l Los ultimos datos publicados han
mostrado una disminucion progresiva de la prevédeglobal de transmision de cepas con mutaciones de
resistencia, estableciéndose en 2011 en 7\Béhde et al. 2012

Debido al incremento de pacientes con subtipeB noe se diagnostican actualmente en Espafia
se debe considerar la realizacion del subtipo gitalvez que el estudio de resisten@argia et al. 2011
Yebra et al. 201% Abecasis et al. 203

Otras recomendaciones a tener en cuenta son:

- En pacientes con fracaso virolégico las prualgasesistencias deben realizarse durante el TAR
activo porque la poblacion viral resistente sestisuda por otra sensible a las pocas semanastidarr
los farmacos. Estos resultados se deben interpggt@ndo en cuenta los estudios previos de rasiste

historia terapéutica y adherencia.

- En pacientes en seguimiento durante varios s@afebe considerar repetir el genotipado antes

de iniciar el TAR ante la posibilidad de haber slafluna reinfeccién con mutaciones de resistencia.

1.9.6. Utilidad de los estudios de resistencia aevslsubtipos no B del VIH-1.

Como se ha comentado previamente, la mayoriasdafiecciones por VIH a nivel mundial son
producidas por subtipos no B (aproximadamente %)88 pesar de que el subtipo B es el mas prevalent
en Occidente, sélo supone un 11% a nivel mundiauktipo A en Europa del este y norte de Asia (a

nivel global supone el 12%), el subtipo C en Afrijpaises sudafricanos), Oriente Proximo, Indiagsir
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(a nivel global supone hasta el 48% de los infaxgtgubr VIH-1), CRFO1_AE en el sudeste asiatico y
CRF02_AG en el oeste de Africa (5 y 8% a nivel glpbespectivamenteHameelar et al. 2012 Esta
distribucion mundial tan marcada estd cambiand® grévalencia de subtipos no B esta aumentando en
América y Europa, debido principalmente a la inmdgdn. Los estudios mas recientes en Europa
(Paraskevis et al. 2009 Abecasis 201)3han analizado los eventos migratorios de estog®s a lo largo

de 16 paises europeos, la diferencias claras gaises y los subtipos dominantes en cada areaefiarm
prevalencia de subtipos B de pacientes nuevo adest se encontraron en Israel (27.9%) y Portugal
(39.2%) mientras que los de mayor prevalencia faomtramos en Polonia (96.2%) y Eslovenia. La
prevalencia de subtipos en Europa fue: subtipo @106), seguido del subtipo Al (6.9%), subtipo C
(6.8%) y CRF02_AG (4.7%). Los datos de estos essudugieren una alta compartimentalizacion
determinada por las caracteristicas sociales, seggieren los autores. En Espafia, uno de los estudi
mas recientesylebra et al. 2012 un 12.2% eran cepas de VIH-1 subtipo no B. dui#tipos encontrados
entre los pacientes incluidos en la CoRis (Figut&)ly determinaron que tanto los URFs como CRFs se
estan introduciendo en Espafia a través de inmagantos propios nativos. Segun la evolucion de los
ultimos afios, se espera un incremento en la fre@ide estos subtipos aumentando la heterogengéad

VIH en nuestro pais.

Total of sequences
analysed (n=670)

Non-B subtypes and

recombinants (n=82) 2 CRFO1_AE

2 CRF03_AB
1 CRF06_cpx
1 CRF11_cpx
| 1 CRF12_BF
CRF non-02 —| 4 CRF14_BG

21% 1 CRF15_01B
2 CRF19_cpx
1 CRF20_BG
1 CRF28_BF

URF 1 CRF42_BF

13%

Al
% gy

Figura 1.18. Distribucion de subtipos de VIH-1 ded cohorte CoRis. Maodificado de Yebra et al, 2012.

La disminucién de la sensibilidad en subtipos nest poco estudiada en comparacion con la del
subtipo B, principalmente porque este predominalan paises donde se emplearon primero los
antirretrovirales (ARVs), afiadido ademas la dispitidad de los tests de resistencia. Sin embangetee
la posibilidad de que diferencias genéticas engesubtipos den lugar a un patron de mutacionesedife
gue confiera resistencia en respuesta a la pregidos ARVs. Esta posibilidad es apoyada por ehtec
de que el VIH-1 presenta polimorfismos naturales swponen hasta un 35% entre los diferentes ssbtipo
(Brener et al. 2007Yebra et al. 2013 Kouri et al. 2012. Debido a estas diferencias, es posible que la
diversidad genética dentro del VIH-1 influya erntipb de resistencias que eventualmente puedenr surgi
tras la exposicién al farmaco, asi como en la thsaparicion de esas resistencias. Esta diversidad
también puede afectar el grado de resistencia dauados ARV de la misma familia, con el potendial
impacto sobre los resultados clinicos, la preséwmade la respuesta inmunoldgica, y el fracaso
virolégico, como se ha comprobado en un reciertted#sen la que la mutacion K65R esta implicada en
subtipos CKantor 2006y Theys et al. 2023
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De igual modo, los algoritmos de interpretacion msistencias genotipicas asociadas a
mutaciones en VIH estan principalmente, por nordemsi exclusivamente, desarrollados para el VIH-1
subtipo B. Debido a que otros subtipos y sus forregembinantes poseen una serie de aminoécidos
especificos o polimorfismos naturales, localizagloposiciones asociadas a resistencia que diftenrel
subtipo B pueden provocar muy frecuentemente st discordantes entre los cinco algoritmos mas
usados de interpretacion de resistencia (Stanfemh2pheno, NCBI, EuResist y Rega). Estos algositmo
sobreestiman la resistencia en subtipos no B debjgitrones naturales de mutacion, con la constcuen
instauracion de tratamientos incorrectos que ceatleal fracaso terapéutico o seleccion de nuevas
mutaciones de resistencia. Todos los estudiosmesierevelan una mayor incidencia de resisteramas
subtipos no-B tanto para inhibidores de la trapsgsia inversa no analogos de nucleosidos (ITINAN),
inhibidores de transcriptasa inversa analogos dsedésidos (ITIAN), inhibidores de proteasa (IP),
inhibidores de integrasa e inhibidores de la eatrdrhl, y existe la posibilidad de que la causa wea

incorrecta interpretacion de estos polimorfismdsirades Chueca et al. 2009 Yebra et al. 2010

Se han descrito previamente los llamados polimmids especificos de subtipo o mutaciones que
aparecen de manera estadisticamente significatimauna mayor prevalencia en pacientes no tratados
infectados por los distintos subtipos no-B que @guelos infectados por subtipo B. De igual modda es
diferencia en la prevalencia de polimorfismos y amignes puede llevar a diferencias en la resisenci
traer consigo un fracaso virologico. Generalmerg®mse cambios especificos de subtipos no suelen
encontrarse en el centro activo por lo que no aditéstamente implicados en procesos cataliticosi€lo
se suelen unir los antirretrovirales, por lo queestarian implicados en mutaciones de resistenerael

fitness viral.

En resumen, pese a la cantidad de trabajos pdbBca aplicaciones disponibles para el correcto
subtipado de las cepas de VIH, alun es escasadama€ion sobre polimorfismos en determinados
subtipos y la influencia que estos puedan ejeralresla correcta respuesta del TAR. Por otro lado,
importante conocer los datos epidemiologicos dénfaccion por VIH en Andalucia occidental, en
especial en los casos por subtipos no B, prevaaleimutaciones y resistencias en las distintadidam
efectividad del TAR usado.
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2. Objetivos.
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2. Objetivos.

En base a los antecedentes expuestos en el apdeddtvoduccion, se ha planteado el siguiente
trabajo experimental que conforma esta Tesis, |pazaal se han propuesto los siguientes objetivesse

exponen a continuacion.

Con la realizacién del presente trabajo pretendecwdribuir en el conocimiento de la
epidemiologia de la infeccion VIH-1 en Andalucizidental, donde los dltimos afios se ha producido un
aumento de casos de infecciones por subtipos narRBipalmente por motivos de inmigracidor ello,
se requiere el estudio de los polimorfismos nagsraropios de cada subtipo en los genes de laagegte
la retrotranscriptasa, la integrasa y el tropisiinalvya que pueden determinar en gran medidaidativ
de los farmacos inhibidores de la proteasa, ramstriptasa, integrasa e inhibidores de la entdatla
virus. Por este motivo, consideramos que este iesksl necesario para la optimizacion del régimen

terapéutico utilizado en nuestros pacientes.

En referencia al estudio genotipico del tropismalyilos actuales algoritmos de interpretaciéon
mas utilizados (geno2phenoreceptory PSSM) estan optimizados para subtipos B de V(siélo PSSM
incorpora subtipos B y C). Ambos presentan algwerosres o limitaciones, como por ejemplo, que no
expanden la secuencia (geno2pheno) o comentereerdw alineamiento (PSSM). Por esto y otros
motivos, detallados a continuacion, ha sido objetlel presente trabajo el desarrollo de una apdinac

informatica que recoja la interpretacion de ambgsramos, asi como la correccion de estos errores.

Por otro lado, un analisis detallado de mutacianpslimorfismos naturales presentes en nuestra
poblacién (especialmente entre los subtipos no 8) gfecto sobre la respuesta viroldgica al traatai
nos permitird evaluar y/o desarrollar algoritmodrderpretacion genotipica que corroborendosresde
interpretacion de mutaciones previamente definidosla bibliografia, asi como conocer si existen
mutaciones o polimorfismos que no estén incluidasliehos scores pero puedan tener relacion con la

pérdida de eficacia de algun antirretroviral emgtean nuestra poblacion.

Resumiendo, los objetivos del presente trabajdasosiguientes:

1. Vigilancia epidemioldgica dsubtipos no-B del VIH-1en Andalucia Occidental. Estimacion interanual
de la prevalencia de cada uno de estos subtipasagterizacion de los pacientes infectados poiipsugot

no-B en nuestra poblacion de estudio.

2. Estudio deesistencias primariasen nuestra poblacion. Analisis de hagtaciones de resistenciy
comparativa entre subtipos B y no B. EstudigpdEmorfismos naturalesen proteasa, retrotranscriptasa,

integrasa y region V3 del gen gp120 de cepas ne Blid-1.
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3. Analisis deefectividad de los TARsusados entre nuestros subtipos no B.

4. Andlisis declustersde subtipos no B en nuestra area de estudio.

5. Desarrollo de la aplicaciéon bioinforméatiddlARGI-HIV Tropism ” para la interpretacion genotipica
del tropismo viral del VIH-1.
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3. Pacientes y métodos.
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3.1. Estudio epidemiolégico de subtipos no-B del MF1 en Andalucia Occidental.

Estimacién interanual de la prevalencia de cadade estos subtipos y caracterizacién de los

pacientes infectados por subtipos no-B en nuestsapion.

3.1.1. Pacientes.

Se realiz6 un estudio retrospectivo, de cohortiéizando para ello las secuencias analizadas en
el sistema OpenGene System (Siemens Healthcaren@iag) y datos recogidos en una base de datos
elaborada para el presente estudio. En esta baseoggen los datos de pacientes VIHeh el periodo de
4 afos, comprendido entre enero de 2009 y diciembr@012 en las que se incluyeron los datos de
distintos hospitales de Andalucia occidental: Hasplel SAS de Jerez y Hospital de Puerta del Mar
(Cadiz), Hospital Infanta Elena y Hospital Juan Bandiménez (Huelva), Hospital de la Merced y
Hospital de Valme (Sevilla) (Tablas 3.1 y 3.2). &ste Gltimo hospital se realizaron los estudios de
resistencia genotipica solicitados por todos estwdros, ya que es el Centro de Referencia de glicho

hospitales para las resistencias virales.

Se incluyeron y analizaron un total de 940 muegtestenecientes a un total de §&ientes. En
todas estas muestras se realiz6 el estudio déereses y/o polimorfismos naturales y el subtipddesde
junio de 2010 se ha conservado el ARN extraido aig los pacientes con subtipos no B para
posteriormente realizar el estudio genotipico dpismo viral y el estudio de resistencias en lagrasa

viral. Ambos estudios se realizaron a un total H&@ (58.6%)muestras.

Tabla 3.1. Estudio de resistencias a antirretrovirkes realizados entre los afios 2009 y 2012.

Afio Muestras estudiadas (%)

2009 240 (25.5)
2010 248 (26.4)
2011 247 (26.3)
2012 205 (21,8)
Total 940

Tabla 3.2. Procedencia por hospitales de los estodide resistencia realizados.

Hospital Muestras estudiadas (%)
Hospital del SAS de Jerez 208 (21.9)

Hospital de Puerta del Mar 212 (22.6)

Hospital Infanta Elena 159 (16.9)

Hospital Juan Ramoén Jiménez 133 (14.1)

Hospital de la Merced 26 (2.8)

Hospital de Valme 204 (21.7)

Total 940
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En la base de datos se recogieron los siguientes:diemogréaficos disponibles de los pacientes
(sexo, edad y pais de origen), epidemiolégicosp@rde riesgo para la transmisioén de la infeccion y
subtipo), clinicos (coinfeccion por hepatitis B ¢ <filis, clamidias, gonococos o papiloma humano),
datos de laboratorio (carga viral y recuento de (i2éal y cada 3-6 meses), terapéuticos (motivia de
peticién: naive, primoinfeccién, primer o segundacéso, multifracaso u otros motivos: toxicidad,
embarazo o abandono, asi como tratamiento util®)agiogenotipicos (estudios de resistencia a IPs,

ITIANS, ITINAN, integrasa y tropismo viral).

3.1.2. Métodos.

3.1.2.1. Determinacién de la carga de ARN viral.

La carga viral (niveles plasméticos de ARN del sjrise determindé mediante los siguientes

instrumentos:

1. COBAS Amplicor-COBAS Tagman (Roche Diagnostics).

2. m2000 (Abbott Molecular)

Ambos equipos, totalmente automatizados, permgalizar de forma simultdnea la amplificacion y
cuantificacion del ARN. Su funcionamiento se bas® @rocesos fundamentales: 1) extraccion del ARN
de la muestra; 2) transcripcion inversa para ger&bic; 3) amplificacion de este ADNc por PCR con
cebadores especificos; 4) hibridacion del prodaatplificado con sondas oligonucleotidicas espexdfic

marcadas y 5) deteccion por colorimetria del praglamplificado.

El limite de deteccion inferior fue distinto eméidn del instrumento y la version utilizada por
cada hospital. El limite actual para el equipo C@BAmMplicor-COBAS Tagman es de 20 copias/mL.
Para el equipo de Abbott, el limite es de 40 cdpias

3.1.2.2. Subtipado de las cepas de VIH-1.

La determinacion del subtipo infectante en cadastma se realiz6 mediante el analisis de las
secuencias obtenidas por secuenciacion depglerbtenidas por medio del TruGené#V/-1 Genotyping
kit (Siemens Healthcare Diagnostic). Este sistemalifica un fragmento de 918 pb que engloba los
codones 4-99 del gen de la proteasa viral y logresl 38-247 de la RT. La secuencia obtenida seaalin
con respecto a la secuencia molde o wild type (LAMIV) utilizando el software OpenGene(Siemens
Healthcare Diagnostic). Las secuencias obtenidesnakzan empleando la base de datos de Stanford

(http://hivdb.stanford.edu Esta herramienta incluye el programa HIVseq pasdisis de secuencias que
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compara las secuencias de transcriptasa invensgigapa de estudio con secuencias consenso agatisti

subtipos incluidos en su base.

Para llevar a cabo este proceso es necesario axf@secuencia obtenida en formato FASTA o SEQ.
Ambos formatos son reconocidos por la aplicaci@® tgas el analisis obtenemos el subtipo y un % de

similaridad con respecto a la secuencia de refexelecla base.

En caso de obtener como resultado una cepa no-Beaswlizaron estas secuencias con otras
herramientas, ya que como se ha descrito previ@nkenbase de Stanford puede cometer errores en la
clasificacion del subtipado (Yebra, 2011). Estagdmientas fueron: 1. la aplicacion de geno2pheno
resistancehttp://www.geno2pheno.ong/2. Euresisthttp://engine.euresist.orpgl 3. analisis filogenético
usando secuencias de referencia de HIV-1 grupo Knatas de la base de datos de los Alamos
(http://www.hiv.lanl.goy. El alineamiento de secuencias se realizé utitiael programa ClustalX
v2.0.11. Se construy6 un arbol mediante Neighlpaining usando el modelo de Kimura-2 parametros
mediante el programa MEGA 6. El remuestreo “boapstr(n=1000) del alineamiento multiple fue

realizado con un punto de corte de 700.

3.1.2.3. Analisis de clusters de subtipos no B.

Las secuencias consenso de referencia se obtuvdgola base de datos de Los Alamos
(http://www.hiv.lanl.goy Para la alineacion de estas secuencias y lastelés se emple6 el software
Clustal Omega v 1.2.0. Para la obtencion de clsiseeempleo la herramienta MEGAG considerando para
el célculo de las distancias entre pares de seasentétodos de maxima verosimilitud e inferencia
Bayesiana (modelo de sustitucion de nucleétidogrgétiempo reversible o GTR, con un bootstrapping
de 1000 réplicas). Se define como cluster cuanmugatgalores de bootstrap igual o superior al 98%ay

distancia genética media intra-cluster menor d8.0.0

3.1.2.4. Metodologia estadistica.

Las variables principales en este estudio fuematarniento (“no tratamiento”: pacientes naive o
primoinfeccidn, y “si tratamiento”: pacientes coatamiento previo), recuento CD4 y logCV. La valeab

secundaria fue el subtipo de VIH-1 (“subtipo B™gabtipo no B").

Se realiz6 un andlisis descriptivo en el que lagables cuantitativas se expresaron como
medianas (rango intercuartilico o IQR: primer dlxetcer cuartil) y las variables cualitativas amm
namero (porcentaje). Para analizar las relaciomeee das variables cualitativas y cuantitativas, se
realizaron tablas de contingencia, se aplicarompiasbas Chi-Cuadrado y t de Student, respectiveemen
El andlisis estadistico descriptivo e inferencigd fealizado usando el programa estadistico SPSS5 22
(IBM Corporation, Somers, NY, USA).
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3.2. Estudio de los polimorfismos naturales en lasegiones de la proteasa, retrotranscriptasa,

integrasa y region V3 del gen gp120.

3.2.1. Deteccion de mutaciones de resistencia emf@asa y retrotranscriptasa.

El método de deteccion de resistencias se realediante la técnica de secuenciacion de acidos
nucleicos de TruGene®IV-1 Genotyping kit (Siemens Healthcare Diagngstion el instrumento
OpenGene DNA Sequencing system (Siemens Healtiiagnostic). Esta técnica consta de 5 etapas:
extraccion de &cidos nucleicos (ARN), amplificacidnediante RT-PCR, reaccion PCR-CLIP,
secuenciacion y electroforesis del producto ang@lifo, alineamiento de las secuencias e interpoetae

los resultados.

Para la interpretacion de resistencias a IPs, IBIANINANS, integrasa y regién V3 se tuvieron en
cuenta las reglas de interpretacion de resistadeita Agencia Nacional Francesa de Estudio del VIH
(ANRS v23, Septiembre 2013), la HIV Drug Resistabe¢abase de Stanford (Junio 2013), la IAS-USA
Drug Resistance Mutations in HIV-1 list (2013) yGaia 2013 de resistencias a antirretroviralesded
de Investigacion en SIDA (RIS). El algoritmo deeipiretacion de resistencias utilizado como reféaenc

en este trabajo ha sido el score utilizado porlYaBrug Resistance Database de Stanford.

La HIV Drug Resistance Database de Stanford ctasifsegin el score obtenido, de la siguiente
manera:Susceptiblgscore 0 to 8)Potential low-leve9 to 14),Low (15 to 30),Intermediate(30 to 55)
andHigh (>60).

3.2.2. Extraccion de acidos nucleicos.

Es la primera etapa con la que se consigue hacesiate la diana de estudio, es decir, el ARN
gue se encuentra en la cpside viral del VIH. Bteso es el siguiente: 1. pretratamiento del spara
conseguir la lisis de las particulas viricas; 2asacion del ARN del resto de componentes virales y

proteinas séricas mediante union a una particlilagbagnética; 3. lavado y 4. purificacién.

En nuestro estudio se empled el protocolo de epiracautomatica MagNA Pure Compact
(Roche Diagnostics). El kit empleado para ellodu&agNA Pure Compact Nucluic Acid Isolation kit |
(Roche Diagnostics). Para ello se utilizé de par@i@0 pl de suero para obtener un eluido de SBigura
3.1).
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Muestra a procesar.

. Lisis celular y digestion proteica.

. Unién de acidos nucleicos a la superficie de Iparticulas magnéticas.
. Eliminacion de restos celulares mediante lavados

. Separacion del complejo particula magnética-acanucleico.

. Elusién del acido nucleico por elusion a alta teperatura.

. Eliminacién de las particulas magnéticas. Eluidéinal listo para su procesamiento.

NOUTAWN R

Figura 3.1. Principios del aislamiento automaticale acidos nucleicos por el sistema MagNA Pure

Compact. (Adaptado de Biochemica 2003).
3.2.3. Amplificacion del acido nucleico: RT-PCR.
La amplificacion se realiz6é segun el siguientequolo:

1. Preparacion de la Master Mix | y .
Para ello hay que poner a temperatura ambientgidagentes reactivos (RT-PCR primers, dNTP

Solution, DTT Solution y RT-PCR buffer), dejando@rcongelador el RNase Inhibitor, la RT enzyme y
la DNA polimerase. Antes de utilizarlos es convateedarle un vortex y un spin rdpido (quick rurg. S
preparan en tubos eppendorf de 1.5 ml. El volumemplear depende del nimero de muestras (n°) a

procesar. Una vez preparados la Master Mix se detréear.

Master Mix I ’ g Master Mix IT
Nb Reaction 3 4 =) [4] b Reaction 3 4 = [
RT-PCR Primer 21| 27| 36| 42 RT-PCRBuffer I] 35| 45 ] 60 | 70
dNTP 53] 68)] 9 | 105 RNase Inhibitor 1.8 ] 2.3 3 3.5
DITT 3.5145)] 6 7 RT-Enryime 3.5 4.5 5] 7
RINase-Inhibitor 1.8] 2.3 3 3.3 JDNA Polymerase | 8.8 | 11.3] 15 ] 17.5

2. Dispensar Qul de la Master Mix | en un tubo Eppendorf de 0.2pmt cada muestra. A continuacion se

afiaden 17l del ARN extraido. Se mezcla con la pipeta.

3. Encendemos el termaciclador (GeneAmp® PCR Systed, HXpplied Biosystems), seleccionamos el
programa “VIH RT_PCR”. Cuando alcance los 90 °@cainos las muestras. Empieza el programa con 2
minutos a 90 °C, seguido de 60 minutos a 50 °Cn@udayan transcurrido unos 5 minutos a 50 °C,
dispensamos el Master Mix Il. Para ello, quitangotapa del termociclador y sin sacar las muesiresa

una vamos dispensando los dl4de la Master Mix I, teniendo la precaucion dezoiar con la pipeta y
cerrar el tapon inmediatamente. Este ciclo de RR-Rl0ra aproximadamente 4 horas. El programa

completo de amplificacion es el siguiente:
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90°C - 2 min
50°C - 60 min
94°C - 2 min
(94 °C - 30 seg // 57 °C - 30 seg// 68 °C - 2 mig) ciclos.
(94 °C - 30 seg // 60 °C - 30 seg// 68 °C — 2.5 mih7 ciclos.
68 °C - 7 min
4 °C -0
Al finalizar se puede continuar con la secuencraddconservar los amplificados a 4°C hasta el

dia siguiente.

Con este proceso obtenemos como producto de arapldin una region de aproximadamente 1.3

Kpb del gempol.

3.2.3.1. Secuenciacion bidireccional y electroforisde los secuenciados.

La reaccion de secuenciacion se basa en una s@xiéndidireccional o reaccion CLIP que se
basa en una modificacion del método de Sanger quiea terminadores de la secuencia de ADN
(ddNTP).

La mayoria de los métodos usados en secuenciacipiean estos ddNTP marcados con
fluoréforos. En este caso los terminadores no es@ncados, son los primers los que se han marcado;
primer incorpora el fluoréforo Cy5.5 en el extreBipel otro incorpora el fluoréforo Cy5.0 en el extho
3'. Estos fluoréforos emiten luz a distintas londgiés de onda conocidas (694 y 674 nm respectivajnent
lo que permite, por medio de un laser, diferenigiggmision de los productos de secuenciacion ithicia
con cada uno de estos dos cebadores. De esta dbter@emos en un mismo tubo la secuencia “sense” y
“antisense” forward y reversg. El secuenciador semiautomatico OpenGene DNAesemog System,
dispone de un sistema laser que realiza lectudes 3@ segundos para registrar las sefiales quendoste
fluoroforos. El secuenciador incorpora un sistemaedjistro de ambas longitudes de onda de modo que

permite la lectura simultanea de la secuencia draamirecciones (5’ y 3’).

Partimos del producto de amplificacion obtenidoetémpaso anterior. Para cada amplificado a
secuenciar vamos a realizar tres reacciones distiae secuenciacion: CLIP PR, en la que obtendremos
una secuencia bidereccional del gen de la pro{eadanes 1-99); CLIP RTB en la que secuenciareiinos e
principio del gen de la retrotranscriptasa (ginning codones 40-142) y finalmente, CLIP RTM, en la

gue secuenciaremos la parte media del gen daddrastscriptasa (Rimiddle codones 138-247).
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Para la realizacion de la reaccion CLIP se utsiggun el siguiente protocolo:

Se ponen los terminadores y el Clip buffer a teaijpea ambiente y a continuacion se les da un
vortex y un spin rapido. Dispensapl/de cada terminador por cada muestra y cada re§@mrmplean,

las microplacas con pocillos de @2 Cambiar siempre de punta.

T7ul - -
i :_[ T ul G7 Gl
G7ul c7ul c7

SR T SN
BROEI0  GERENONU BREELL0

CLIPT™ P2 CLIPTM BT CLIPT™ RT
Middle Beginning
1. Preparacion de la Master Mix Il1.
Se hace en un tubo Eppendorf de 2 ml. La CLIP eez¢mpliTaq FS) se deja en el congelador
hasta que vaya a ser dispensada. Antes de utlikag que dar un voértex y un spin rapido. Una vez

preparada la Master Mix Il se debe dar un vort@sapnezclar.

No Reacciones 2 4 5 6 7 S
W ater 132.5] 246 328 368 437 475
CLIP™ Buffer | 38 62 g3 | 100 | 111 | 120
AmpliTag FS 7 11.7 ] 156177 208] 225

2. Dispensar 71l de la Master Mix Ill en tubos eppendorf de 0.2 umo por muestra.
3. Dispensamos pl del producto de la RT-PCR obtenido en el paswoipral Eppendorf correspondiente
la Master Mix Il y mezclamos muy bien con la pgef continuacion dispensamosibde dicha mezcla
a cada pocillo conteniendo los terminadores. Lenfomas apropiada es tomar loslXe la mezcla y
afiadirlo al tubo con los 7 ul del terminador apedpi para la secuencia que se trate y mezclarlogacon
pipeta procurando que todo el contenido {fl2juede en el fondo. Cambiar de punta en cadareacur.
Poner los tapones a la microplaca.
4. Ponemos el termociclador en marcha y cuandoadsfizando los 95 °C ponemos la microplaca que
contiene las muestras. El programa completo deldeiclador es el siguiente:

94 °C - 5 min

(94 °C - 20 seg // 56 °C - 20 seg // 70 °C — 1ir§ m30 ciclos.
70°C - 5 min.
4 °Coo

5. Una vez transcurrido todo el programa (2 homexamadamente), y el termociclador esta a 4 °C, se
debe afiadir el reactivo de parada previamente adwteSe puede hacer sobre el mismo termociclador;
para ello, se toman 14 del reactivo de parada, y se afiade sobre la pigubcillo de modo que resbale
y procurando que todo el contenido (#pquede en el fondo. Cambiar de punta en cadatnaLies
6. Desnaturalizar los productos de reaccién cabelota 70-95 °C durante 2 minutos. Si no se va erhac

electroforesis guardar la microplaca en nevera.
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3.2.3.2.Electroforesis de los productos de secuenciacion.

Una vez realizada la reaccion CLIP y la paradegraliemos, por cada muestra 12 tubos: 4 CLIP
PR (uno con ddNTP), 4 de la CLIP RY 4 de la CLIP RY;. En cada tubo tenemos los primers marcados
gue no se hayan incorporado, distintos fragmemtasua peso molecular variable con primers marcados
incorporados, productos de secuenciacion con leese@ completa con primers incorporados y ADNc en
exceso sin secuenciar. Durante la electroforess eomponentes se separan en funcién de su peso

molecular.

Para llevar a cabo este proceso debemos:

e Coger un cristal (MicroCel 500 Cassete, Siemerslti@are Diagnostics), colocar el peine de 16
pocillos. Colocarlo, asegurandolo en su posicidnecta en la tostadora (Gel toaster, Siemens Heaitth
Diagnostics) y llenar con la pistola de gel de gmilamida (Surefill 6% Sequencing Gel, Siemens
HealthCare Diagnostics) con cuidado de no formaoujas.

» Encender la tostadora y transcurridos unos mindéexposicion a luz UV y tras emitir una alarrea d
aviso, retirar el cristal y limpiar con cuidado Iestos del polimero formado que quedan alredeeor d
peine. Retirar el peine con cuidado de no rompepéxillos.

* Colocar el cristal en la torre del secuenciadan@-Read Tower; Siemens HealthCare Diagnostics);
llenar las cdmaras superior e inferior con 1 mbd#er TBE 1x previamente preparado (900 ml de agua
estéril y 100 ml de buffer TBE 10X (Roche Diagnopsti

* Programar el secuenciador introduciendo en etwsoé (GeneObjects 4.1, v2008) los datos de
identificacion de la muestra, paciente, regionadirgcciones que se van a cargar en cada uno de los
pocillos del gel, los pardmetros de electroforégel temperature: 60°C; Gel Voltage: 2000V, Laser
power: 50%; Run clock: 0.5 sec sampling; Tiempordel 50 minutos).

* Realizar urprerunpara que el buffer TBE comience a pasar por ladesr

* Lavar los pocillos con TBE 1X para eliminar lagliujas.

 Cargar en cada pocillo 1;& de muestra desnaturalizada.

* Correr las muestras segun los parametros ardiendos.

Tras finalizar la electroforesis, el sistema rectagas las sefiales emitidas en cada carril y las

transforma en un cromatograma.

3.2.3.3. Alineamiento de las secuencias e interpaetdn de los resultados.

El dltimo proceso de la secuenciacion consiste lecogecto alineamiento de las secuencias
amplificadas. Este procedimiento es llevado a cabdiante el software GeneObjects 4.1 el cual iategr

los 4 cromatogramas obtenidos para cada regiorese@da (PR, RIy RTy) y para cada direccion (5" y
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37). Tras hacer la asignacion de basesé calling, podremos visualizar la secuencia correspondignte

cada una de la regiones y cada una de las direscion

Después de revisar posibles errores de asignaeidraskes, se requiere combinar las secuencias
obtenidas en las direcciones 5" y 3" de cada regpdnenciada que seran comparadas con una secuencia

de una cepa de referenciavitdd type (HIV-1 av.1, GenBank, numero K02013).
En este punto se recomienda ser cauteloso paegeoyreditar posibles errores de interpretacion
del software o resolver mezclas que no codificarminoacido o generan codones de STOP, asi como

inserciones o deleciones en la secuencia.

Alternativamente, como control interno de calidsel puede comprobar que no se han producido

una contaminacién cruzada entre muestras. Paratditaremos la aplicacion de fingerprinting.

Las secuencias obtenidas pueden ser transformadegnato texto, mas concretamente, en
formato FASTA o SEQ, las cuales permiten ser eggat. Con este formato se realiza el subtipado y el
analisis de mutaciones de resistencia mediants atgoritmos de interpretacion.

Para la determinacion del subtipo e interpretacdémnesistencias se utiliza la aplicacion online
gratuita de Genotype Resistance Interpretatiormad¢lV Drug Resistance Database de la Universidad de
Stanford. En caso de que el subtipo determinadoc®&a se reanaliza con la aplicacion de Geno2pkeno
EuResist.

3.2.4. Deteccion de mutaciones de resistencia etegrasa (subtipos no B).
3.2.4.1. Amplificacion.

La amplificacion se realizé segln el siguientegrolo:

1. Preparacion de la Master Mix para realizar [aATR.

Para ello hay que poner a temperatura ambientsidogentes reactivos (primers, dNTPs, DTT
Solution y RT-PCR buffer), dejando en el congelagldRNase Inhibitor, la RT-PCR enzyme mix. Antes
de utilizarlos es conveniente darle un vortex yspim rapido (quick run). Se preparan en tubos egqrén
de 1.5 ml. El volumen a emplear depende del namenmuestras (N°) a procesar. Una vez preparados la

Master Mix se deben vortear.
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N reaction n=1| n=2| n=3 n=4

RT- PCR buffer 5X 5 10 15 20
DTT (100mM; 1,28 | 2,5 | 3,7¢ 5
dNTPs (10mM 0.t 1 1t 2
IN2R (10mM’ 1 2 3 4
IN2F (10mM) 1 2 3 4

RNAse Inhibitor (40U/ul} 0,25 | 05| 0,75 1
RT-PCR enzyme mix 0,5 1 1,5 2
HO 9,5 19 | 285 38

2. Dispensar 19l de la Master Mix en un tubo Eppendorf de 0.2 o1l gada muestra. A continuacién se
afaden Gu del ARN extraido. Se mezcla con la pipeta.

3. Encendemos el termociclador (GeneAmp® PCR SySt&0, Applied Biosystems), seleccionamos el
programa “RT-PCR integrasa”. Este ciclo de RT-PGRadaproximadamente 4 horas. El programa
completo de amplificacion es el siguiente:

50°C - 30 min

94°C - 2 min

(94 °C - 15 seg // 60 °C - 30 seg// 72 °C — 1 mi ciclos.
72°C -7 min
4°C -0
Al finalizar se puede continuar con la nested-PGRmservar los amplificados a 4°C hasta el dia

siguiente.

Con este proceso obtenemos como producto de arapliin una region de aproximadamente
1110 Kpb del gepol.

2. Reaccion de Nested-PCR.

La reaccion de nested-PCR se realiz6 a partirigelesite protocolo:

N reaction n=1 n=2 n=3 n=4
Buffer 10X 2,5 5 7,5 10
MgCl, (25mM) 0,75 15 2,25 3
dNTPs (10 mM) 0,5 1 1,5 2
Primer FININ (5mM) 1.75 3,5 5.25 6.75
Primer RINEX (5mM) 1.75 3,5 5.25 6.75
Taq Polimerasa 5U 0,2 0,4 0,6 0,8
H0O 1€ 32 48 64

2. Dispensar 23l de la Master Mix en un tubo eppendorf de 0.2 ol gada muestra. A continuacién se
anaden 2u de ADN previamente amplificado. Se mezcla copigeeta.
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3. Encendemos el termociclador (GeneAmp® PCR SyS#d0, Applied Biosystems), seleccionamos el
programa “Nested-integrasa”. Este ciclo de PCR dpraximadamente 2 horas. El programa completo de
amplificacién es el siguiente:

94°C - 3 min

(94 °C - 45 seg // 57 °C - 45 seg// 72 °C — 1 miBH ciclos.
72°C -7 min
4°C -0
Con este proceso obtenemos como producto de arapiifin una regidén de aproximadamente 860

Kpb del gempol.
3.2.4.2. Secuenciacion bidireccional y electroforisgddel producto amplificado.
Para la realizacién de la reaccién CLIP-PCR sézatla siguiente master mix con el kit Termo

Sequenase Primer Cycle Sequencing (GE Healthdareprimers usados (I1F1 e 11F2) estaban marcados

con los fluoréforos Cy5.5 y Cy5 respectivamenteglebaban los codones 40 a 170 de la integrasa.

Nb reaction n=1 n=2 n=3 n=4
HO 9 18 27 36

Primer I1F1 1,5 3 4,5 6

Primer I1F: 1t 3 4,2 6

1. Dispensar 13l de la Master Mix en tubos Eppendorf de 0.2 mb por muestra.

2. Dispensamos 2ud del producto de la Nested-PCR obtenido en el pasavio al Eppendorf
correspondiente que contiene la master mix. Mezmtammuy bien con la pipeta. A continuacién
dispensamos gl de dicha mezcla a cada pocillo conteniendo lositeadores. La forma mas apropiada es
tomar los 2ul de la mezcla y afadirlo al tubo con logl3lel terminador apropiado para la secuencia que
se trate y mezclarlos con la pipeta procurandotgge el contenido (4l) quede en el fondo. Cambiar de

punta en cada terminador. Poner los tapones aclapiaca.

3. Ponemos el termociclador en marcha y cuandoaést@ézando los 95 °C ponemos la microplaca que

contiene las muestras. El programa completo deldeiclador es el siguiente:

94°C — 5 min
(94°C — 20 seg // 62°C — 20 seg // 70°C — 20 s&§) x
70°C- 5 min
4°C -0
5. Una vez transcurrido el programa (2 horas apragamente), y el termociclador esta a 4 °C, se debe
afiadir el reactivo de parada previamente vorte8dopuede hacer sobre el mismo termociclador; para
ello, se toman 6.5l del reactivo de parada y se aflade sobre la phelepocillo de modo que resbale y
procurando que todo el contenidou(p quede en el fondo. Cambiar de punta en cadatraues
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6. Desnaturalizar los productos de reaccién catelota 95 °C durante 2 minutos. Si no se va a Hacer

electroforesis guardar la microplaca en nevera.

3.2.4.3. Electroforesis de los productos de secu&awon.

El fundamento del proceso de electroforesis esighmque el descrito en el apartado anterior
(3.1.2.2.3) Las unicas diferencias es que en esta ocasidaremips en la sesion de Integrasa y en el

tiempo de run marcaremos 70 minutos. La carga dstrauen cada pocillo es de |8

3.2.4.4. Alineamiento de las secuencias e interpaetdn de los resultados.

El proceso es similar al descrito en el apartadn3.3 Las secuencias obtenidas se compararan
con la cepa de referencia en la gue no existendionis asociadas a resistencia, en este caso asalem

region de la integrasa de HIV:dy 1.

Al igual que para la proteasa y retrotranscriptesésaremos la secuencia obtenida para corregir
los posibles errores de interpretacion del softwaleecorrecta concordancia entre las secuencigs3s’
asi como intentar resolver las mezclas que no igodifi para un aminoacido, codones de STOP o

inserciones o deleciones en la secuencia.

Las secuencias obtenidas se exportardn en form@8TA o SEQ para ser posteriormente

analizadas en la aplicacion online de Geno2phgpe{http://integrase.bioinf.mpi-inf.mpg.de/index.php

3.2.5. Determinacién del tropismo viral mediante lasecuenciacion de la regién V3 de la
glicoproteina 120 del VIH-1.

3.2.5.1. Extraccion de acidos nucleicos segun gldide muestra.

Extraccion del ARN (plasma) o ADN (ADN proviral antir de sangre total).
- Para extraccion de ARN viral: Suero de pacieMbs$+ con carga virak> 1000 copias/ml que
vengan acompafiados de su volante de peticion porrégnte.
- Para extraccién de ADN proviral: sangre totalpdeientes VIH+ con carga viral inferior a 1000

copias/ml o carga viral indetectable (<20 copias/ml

Ambas extracciones se realizan con el equipo MagM&FR_ompact. Los extraidos obtenidos se

conservaran a —80°C.
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3.2.5.1.1. Extraccion de sueros.

Seleccionar el protocolo de purificaciéon Total_NMasma_external_Lysis, con un volumen de
muestra de 700 pl y un volumen de elusion de 50 pl.

3.2.5.1.2. Extraccion de sangre total.

1. Lisis mecénica en MagNA Lyser:

- Vortear las muestras para homogenizarlas al m&éhosin en el vortex Genie2.
- Anadir 1,5 ml de sangre en un tubo de SeptiFgstdit (Roche Diagnostic)
- Agitacion a 70 rpm durante 15 seg en MagNA Lyser.

- Dejar reposar 10 minutos a temperatura ambieptenrger.

2. Extraccion con MagNA Pure Compact:

- Seleccionar el protocolo de purificacion ADN haino V3.2. El volumen de muestra son 400 pl

de la sangre lisada obtenida en el paso antetignléEmen de elusion sera 50 pl.

Nota: Se recomienda hacer la extraccion del ADNnenos de 48 horas tras recibir la muestra. De

este modo evitaremos la degradacion de la muesirgpgrte de ADNasas presentes en la sangre y
obtendremos una mejor calidad en la secuenciaeida kégion de estudio.

3.2.5.2. Preparacion de la Master Mix para realizata RT-PCR.

Para ello hay que poner a temperatura ambientsigogentes reactivos (primers P150 y P151,
dNTPs, DTT Solution y RT-PCR buffer), dejando encehgelador el RNase Inhibitor y la RT-PCR
enzyme mix. Antes de utilizarlos es convenientéedam vortex y un spin rapido (quick run). Se prapa

en tubos Eppendorf de 1.5 ml. El volumen a empliepende del numero de muestras (N°) a procesar.
Una vez preparados la Master Mix se deben vortear.

Reactivo N=1 N=2 N=3 N=4
H,O 10 20 30 40

5x Reac. Buffer 5 10 15 20
DTT solution 1,25 2,5 3,75 5
dNTPs 10mM 0,5 1 1,5 2
E150 5pmol/ml 1,25 2,5 3,75 5
E151 5pmol/ml 1,25 2,5 3,75 5
RNasin 0,25 0,5 0,75 1
Enzyme Mix 0,5 1 1,5 2
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2. Dispensar 2@l de la Master Mix en un tubo Eppendorf de 0.2 o1l gada muestra. A continuacién se
afaden u del ARN o ADN extraido. Mezclar bien con la pipet
3. Encendemos el termociclador (GeneAmp® PCR SySt&0, Applied Biosystems), seleccionamos el
programa “RT-PCR V3. Este ciclo de RT-PCR duraoapnadamente 4 horas. El programa completo de
amplificacion es el siguiente:

48°C — 45 min

94°C — 2 min

(94°C — 15 seg / 55°C — 30 seg / 72°C — 45 se§)cichs
72°C — 7 min
4°C -oo0
Al finalizar se puede continuar con la nested-PGRmservar los amplificados a 4°C hasta el dia

siguiente.

2. Reaccion de Nested-PCR.

La reaccién de nested-PCR se realiz6 a partirigeiente protocolo:

Reactivo N=1 N=2 N=3 N=4
Buffer 10X 2,5 5 7,5 10
dNTPs 10mM 0,5 1 1,5 2
MgCl, 25mM 15 3 4,5 6
LR33 5mM 1,3 2,6 3,9 5,2
LR34 5mM 1,3 2,6 3,9 5,2
H20 15,5 31 46,5 62
Taq Pol 5U/ml 0,5 1 1,5 2
Total 23 46 69 92

2. Dispensar 23l de la Master Mix en un tubo Eppendorf de 0.2 ol gada muestra. A continuacién se
afiaden 2U de ADN previamente amplificado. Se mezcla copipeeta.
3. Encendemos el termociclador (GeneAmp® PCR SyS#d0, Applied Biosystems), seleccionamos el
programa “Nested-V3". Este ciclo de PCR dura apnadamente 2 horas. El programa completo de
amplificacién es el siguiente:

94°C — 2 min

(94°C — 30 seg / 55°C — 30 seg / 72°C — 3 sedh aidos
72°C — 7 min
4°C -0

3.2.5.3. Secuenciacion bidireccional y electrofasis de los secuenciados.

Para la realizacion de la reaccion CLIP-PCR sé&atlh siguiente master mix con el kit Termo

Sequenase Primer Cycle Sequencing (GE Healthchoes). primers usados (ES7 y E125) estaban
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marcados con los fluoréforos Cy5.5 y Cy5 con el goplificaremos una region en la que se engloba la

region de 105 nucledtidos en la que se englobaB3@sminoacidos que codifican la region V3 de astud

Reactivo N=1 N=2 N=3 N=4

H20 9,5 19 28,5 38
Primer ES7 (uM) 1 2 3 4
Primer E125 (M) 1 2 3 4

1. Dispensar 11.pl de la Master Mix en tubos Eppendorf de 0.2 mb por muestra.

2. Dispensamos 1.nl del producto de la Nested-PCR obtenido en el pasvio al Eppendorf
correspondiente que contiene la master mix. Mezmtammuy bien con la pipeta. A continuacién
dispensamos gl de dicha mezcla a cada pocillo conteniendo logiteadores. La forma mas apropiada es
tomar los 2ul de la mezcla y afadirlo al tubo con logldel terminador apropiado para la secuencia que
se trate y mezclarlos con la pipeta procurandotoge el contenido (4l) quede en el fondo. Cambiar de
punta en cada terminador. Poner los tapones aclapiaca.

3. Ponemos el termociclador en marcha y cuandoaésafizando los 95 °C ponemos la microplaca que

contiene las muestras. El programa completo delaeiclador es el siguiente:

94 °C - 5 min
(94 °C -20seg //62°C -20 seg// 70 °C — 2miB) ciclos.
70°C - 5 min.
4 °Coo

4. Una vez transcurrido el programa (2 horas apradamente), y el termociclador estd a 4 °C, se debe
anadir el reactivo de parada previamente vorte&dopuede hacer sobre el mismo termociclador; para
ello, se toman 6.5l del reactivo de parada y se aflade sobre la phelepocillo de modo que resbale y
procurando que todo el contenido (1alpquede en el fondo. Cambiar de punta en cadatraues
5. Desnaturalizar los productos de reaccién catelota 95 °C durante 2 minutos. Si no se va a Hacer

electroforesis guardar la microplaca en nevera.
3.2.5.4. Electroforesis de los productos de secugwon.
El fundamento del proceso de electroforesis esighmque el descrito en el apartado anterior

(3.1.2.2.3) Las unicas diferencias es que en esta ocasiéaremos en la sesion de V3 y en el tiempo de

run marcaremos 40 minutos. La carga de muestradamocillo es de 1,4.
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3.2.5.5. Alineamiento de las secuencias e interpaetdn de los resultados.

El proceso es similar al descrito en el apartaB®B3. Las secuencias obtenidas se compararan
con la cepa de referencia en la que no existenamuts asociadas a resistencia, en este caso osali@em
region V3 de la gp120 de HIVihy.1.

Al igual que para la proteasa, retrotranscriptasategrasa, revisaremos la secuencia obtenida
para corregir los posibles errores de interpretadél software y la correcta concordancia entre las
secuencias 5 y 3’, asi como intentar resolvemiexclas que no codifiguen para un aminoacido, ceglon

de STOP o inserciones o deleciones en la secuencia.

Las secuencias obtenidas se exportaran en forma8TA o SEQ para ser posteriormente
analizadas en la aplicacion online de Geno2phera. (http://coreceptor.bioinf.mpi-
inf. mpg.de/index.php Seleccionaremos un cut-off de 10% como tasa deodafsositivos (FPR).
Anotaremos el valor de % FPR vy la interpretacidteniola (CCR5 o X4). De igual modo indicaremos si
la regla 11/25 lo clasificaria como X4 (pueden danserpretaciones de tropismo CCR5 vy la reglad.1/2

lo indique como X4).

A continuaciéon, como indica el documento consenacagda determinacion genotipica del
tropismo del VIH en la practica clinica (Actualizat de Septiembre de 2011), realizaremos una
interpretacion combinatoria para aumentar la séiusid para detectar las cepas X4 (Chueca et 89Y20
Para ello, entraremos en la aplicacion online detirfisas PSSM Http://fortinbras.us/cgi-

bin/fssm/fssm.pl seleccionando los siguientes pardmetros:

- Use predictor: Subtype B X4/R5 (Si es subtipos@ramos la matriz subtype C SI/NSI)
- Pre-Proccess: Align to matrix.
- Seleccionar “Expand degenerate sequence” y ‘@ydlansion” para obtener el resultado de todas las

combinaciones obtenidas tras la secuenciacion.
Estas aplicaciones presentan algunos errores yatiimhes, por la que el doctorando y varios
colaboradores han desarrollado la aplicacion inédica online MARGI-HIV Tropism, que se detallard en

el siguiente apartado.

Con los resultados obtenidos tras los diferentéfisis) ya podremos definir nuestra secuencia como
CCR5, CXCR4 o dual mixto.
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3.4. Desarrollo de la aplicacién bioinformética “MARGI-HIV Tropism” para la interpretacion

genotipica del tropismo viral del VIH-1.

3.4.1. Introduccién: ¢ por qué se ha desarrollado &saplicacion?

Desde la aprobacion por la FDA y la EMEA en 2007 Miraviroc (Selzentri™ en USA o
Celcentri™ en el resto de paises, Pfizer™), un awtirretroviral del VIH, que se clasifica dentte
una nueva familia de farmacos: antagonistas deeceptor de quimiocinas CCR5 (R5). Este farmaco
tiene actividad especifica frente a variantes Bpitas. En caso de que el VIH tenga un tropismo RXC
(X4) o dual mixto (R5X4) este farmaco no esta remodado. Por todo esto se origind la necesidad de
disponer de ensayos para la determinacion dektrapiiral en aquellos pacientes candidatos a migia
tratamiento con este farmaco. De este modo, sdlellag pacientes portadores de variantes del gions
tropismo R5 se les suministraran este AR. En leays realizados para la aprobacion de Maravieoc, |
determinacion del tropismo se realizé mediantenshgo fenotipico Trofile™ (Monogram Biosciences,
California, USA). A partir de junio de 2008 se carpé a utilizar una versibn mejorada, ESTA™
(Enhanced Sensitivity Trofile Assay) que ha incretado considerablemente la sensibilidad del ensayo
anterior. Sin embargo, estos ensayos presentarlioni@giones técnicas y especialmente de logistiea
dificultan su utilizacidn en la practica clinicatr®limitacion es el coste de ésta técnica y quegeiere

de personal altamente cualificado para llevarlatec

En este contexto se han desarrollado los métodustigecos que se basan en la amplificacion y
andlisis de la region V3 de la envoltura del VIIdtds técnicas se presentan como una herramienteomuc
mas economica, rapida y accesible de desarrollacuatquier laboratorio especializado de VIH que

cuente con tecnologia para realizar este tipo tielies.

Para realizar el andlisis de esta region se harmdado algunas reglas y algoritmos genotipicos
de interpretacion del tropismo que se basan fundemeente en las caracteristicas de la secuencia de

aminoacidos de la region V3 de la envoltura viral.

Dos de estos algoritmos mas utilizados Gemo2phenocorecept®t, desarrollado conjuntamente
entre la Universidad de Colonia y el Instituto MRbanck de Alemania. El método estadistico quezatili
para hacer sus predicciones es S\(Bupport Vector Machine)Geno2phenopuede realizar las
predicciones tanto a partir de la secuencia FAS& Autledtidos como de aminoacidos de la regién V3.
La mayoria de estas secuencias son subtipo B, autagubién incluye algunas secuencias de otros
subtipos genéticos. El servidor permite selecci@rarcada prediccion el grado de sensibilidad para
detectar variantes X4, seleccionando el porcentajéPR(False Positive Ratedn cada prediccion. Se

puede acceder libremente lettp://coreceptor.bioinf. mpi-inf.mpg.de/
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Otro de los algoritmos mas usados es WebPSSM™, idamlole acceso libre en
http://indra.mullins.microbiol.washington.edu/webpd Desarrollado por la Universidad de Washington
y realiza sus predicciones a partir de la secuetteiaminoacidos en formato FASTA de la region V3

utilizando el método estadistiposition-specific scoring matrix (PSSM)

Una version actualizada de ésta Gltima es Fortai8&M™, igualmente disponible libremente en
http://fortinbras.us/cgi-bin/fssm/fssm.pl Desarrollada por el creador original déebPSSMpara la
prediccion genotipica del tropismo viral en basé”?8SM Proporciona las mismas predicciones que
WebPSSM.Esta herramienta permite que aquellas secuencia®/3dejue alberguen mezclas de
nucledtidos, el servidor ofrece al usuario la pitiddd de obtener una puntuacion para cada unasle |

combinaciones posibles o bien obtener una puntoawétia de todas las combinaciones posibles.

Pese al enorme conocimiento de esta secuenciamgejara de los distintos algoritmos de
interpretacion, adn existe una baja sensibilidad datectar cepas X4 cuando se comparan estosaaétod
genotipicos antes comentados con Trofile™. Por eHidos grupos cientificos han conseguido, mediant
la combinacion de diversos algoritmos, un aumesttadgensibilidad para detectar estas cepas, gierpe

especificidad.

3.4.2. Problema técnico planteado.

Seria por lo tanto deseable unificar estos algosteon el fin de agilizar el laborioso analisis
bioinformatico y facilitar de este modo al facultat o cientifico encargado de este proceso de

interpretacion de la secuencia de estudio.

Para ello, la presente aplicacion se basa en umantienta online que permite analizar la
secuencia V3 de la proteina gp120 del VIH y obteiaultaneamente los resultados que se obtendrian a
realizar el andlisis por separado usando las &phicas Geno2pheno coreceptor (con un score de falso
positivo o FPR, por sus siglas en inglés de 2%.7%5un FPR de 10%; y WebPSSM usando la matriz
X4r5 para subtipo B o la matriz sinsi en caso digos C del VIH.

3.4.3. Descripcién detallada de la aplicacion.

La presente invencion, nombrada “MARGI-HIV tropisrfgor sus siglas en inglés Multiple
Algorithm Results for Genotyping Interpretationtbé HIV tropism) se basa en una base de datos en la
gue se recogen secuencias proteicas de las reg®nde/ la proteina gpl20 del VIH tipo I.
Aproximadamente dos mil secuencias estudiadasesepiencontrar en la HIV Database de los Alamos,

acceso gratuito onlinehitp://www.hiv.lanl.gov/content/indgxasi como en la Genbank Database, con
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acceso gratuito onlinevivw.ncbi.nim.nih.gov/genbankEl resto de secuencias se han obtenido a partir
secuencias obtenidas en los laboratorios de Micladiia Molecular de los hospitales universitaries d
Valme (Sevilla) y San Cecilio (Granada). Hastaltana actualizacion realizada el 06/09/2012, lauakt
base recoge 11069 secuencias. Esta base de datosnasla aplicacion que usa esta base de datos se
disefiado con pleno cumplimiento de lo dispuestdasnDirectrices sobre Buena Préactica Clinica, asi
como de los dispuesto en las leyes y normas adnaitveis de Espaia (incluyendo la Directiva Europea
2001/20/EC y el RD EC 223/2004). Asimismo, resgetlrs principios éticos establecidos en la
Declaracion de Helsinki. Esta base de datos nageeomgun dato personal ni clinico de pacientds, so

secuencias proteicas.

Estas secuencias se han analizado individualmesrtenpdio del algoritmo de interpretacion
SVM utilizado por la aplicaciéon Geno2pheno corecep8e han incluido los resultados de % de FPR
(ratio de falsos positivos) que se obtienen al izawalla secuencia problema y se ha utilizado la
interpretacion segun el FPR seleccionado previasrmesra su andlisis. Esta base incluye la interngideta
del tropismo que se obtiene al seleccionar previteng andlisis un FPR de 2-5.75% y por otro lddes
obtenidos tras usar un FPR de 10%. Igualmentecageela informacién que proporciona Geno2pheno
sobre la regla 11/25, en la cual si en la positibio 25 de la secuencia V3 hay un residuo de aifiR)

o lisina (K) se indica como tropismo CXCR4.

A su vez, la base recoge el valor o score y lapnégacion del tropismo viral obtenido mediante
el algoritmo PSSM de la aplicacion WebPSSM. Paaégcuencias proteicas correspondientes a subtipos
C del VIH-1 se ha utilizado la matriz sinsi. Palaesto de secuencias de otros subtipos de VIHHase

utilizado la matriz x4r5 para su analisis.

Esta base de datos es utilizada a través de weré&anbnline Www.vih-tropismo.com). EI mecanismo

de accién de esta herramienta, es el siguiente:

- El usuario debe introducir la secuencia de ADNaleebion V3 en la seccion indicada como se
indica en las figuras 1y 2.

- La secuencia de estudio se traduce automaticaneept®teina y se comparara, mediante un
algoritmo de programacion, con todas las secuelmihigidas en la base de datos. El resultado
gue el usuario obtendra sera el andlisis de leese@ que mayor similaridad presenta y que esta
contenida en esta base de datos con la secuenesutdio, asi como los resultados obtenidos por
los algoritmos antes sefialados.

- En caso de que la secuencia de ADN incluya meZelaplicacion realiza una resolucion de estas
mezclas y obtiene de igual modo los diferentesigiaale las distintas secuencias obtenidas tras

este proceso. Estas mezclas son:
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R:Ao0G
S:GoC
M:AoC
KiGoT
W:AoT
Y:CoT

- El resultado final sera similar al ejemplo que sestra a continuacion:

FPR: 38.00%

a) Geno2pheno Motivate: CCR5
b) Geno2pheno European: CCR5
¢) Geno2pheno Tropism: CCR5

. d) WebPSSM Score: -11.16

e) WebPSSM Tropism: CCR5

. f) Predicted genotype: CCR5

N o g A~ DN

- 1.Un % FPR (false positive rate) de la secueneiasiudio comparada con la secuencia consenso

usada por Geno2pheno coreceptor.

- 2. Interpretacién del tropismo por Geno2pheno aptr usando un FPR previo de 2-5.75 %

(optimized cutoff base on clinical data from MOTIVE study).

- 3. Interpretacion del tropismo por Geno2pheno aptr usando un FPR previo de 10 %

(Recommendations from the European Consensus Goauplinical management of HIV-1
tropism testing).

- 4. Interpretacion final de Geno2pheno coreceptan (0s dos FPRs antes citados).

- 5. Un score obtenido usando la matriz x4r5 de Wé&bRPSPara los subtipos C de VIH-1 se han

analizado las secuencias mediante la matriz samai gubtipos C)

- 6. Interpretacion del tropismo mediante WebPSSM.

- 7. Un resultado final definido como “Predicted ggpe”. Es el resultado obtenido tras usar

ambos algoritmos. (Geno2pheno coreceptor y WebPSSM)

CTGTTAAATGGCAGTCTAGCAGAAGAAGAGGTAGTAATTAGATCTGTCAAT  TTCACGGACAATGCTAAAACCATAATAGTACA
GCTGAACACATCTGTAGAAATTAAT TGTACAAGACCCAACAACAATACAAGAAAAAGAATCCGTATCCAGAGAGGA  CCAGGG
AGAGCATTTGTTACAATAGGAAAAATAGGAAATATGAGACAAGCACATTGT AACATTAGTAGAGCAAAATGGAATAACACTTT
AAAACAGATAGCTAGCAAATTAAGAGAACAATTTGGAAATAATAAAACAAT AATCTTTAAGCAATCCTCAGGAGGGGACCCAG
AAATTG

Figura 3.2. Secuencia del a region V3 amplificadagp los cebadores ES7 y E125 (amarillo) y fragmentgue se

debe copiar para su posterior analisis en esta hexmienta (rojo).

TGTACAAGACCCAACAACAATACAAGAAAAAGAATCCGTATCCAGAGAGGA  CCAGGGAGAGCATTTGTTACAATAGGAAAA
ATAGGAAATATGAGACAAGCACATTGT

Figura 3.3. Ejemplo de secuencia que permite deteiimar el tropismo viral y que se utiliza en esta ajptacion.
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4. Resultados.
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4.1. Caracteristicas de la poblacion general de esfio.

Las caracteristicas de los pacientes se muestrianana 4.1

Tabla 4.1. Caracteristicas de todos los pacientescagidos en la base de datos.

Sexo (%) V:76.2; M: 23.8
Mediana edad (afios) [Q1-Q3] 41 [33-46]
Mediana recuento CD4 (cel/mm3) [Q1-Q3] 2660p424)
Mediana Logaritmo 10 carga viral basal (copias/f@23-Q3] 4.54 [3.73-5.11]
Motivo peticidn %

no tratados 56.1
naive 515
primoinfeccién 4.6

tratados 42.8
primer fracaso 12.4
segundo fracaso 7.0
multifracaso 13.3
Otros 10.1
No disponible 1.1

V= Varén. M= Mujer. Q1= Cuartil 1. Q3= Cuartil 3.

60,0
% C
50,0 e NAIVE
40,0 PRIMOINFECCION
30,0 e 12FRACASO
e 29FRACASO
20,0
= MULTIFRACASO
10,0
e OTROS
0,0 T T 1
2009 2010 2011 2012

Figura 4.1. Motivo de la peticion en el periodo estliado (2009-2012) expresada en %.

Atendiendo al motivo de la peticién de estudiosrégistencias, observamos un aumento de
pacientes no tratadoa (6%) con la consiguiente disminucion de pacientasdos o fracasos (diferir
inicio del TAR, aumento de la adherencia, toleidad y eficacia de los tratamientos actuales sgunals
de las explicaciones a este fendmeno) (Figura 4dlalmente observamos un aumento de las
primoinfecciones desde 2009 a 2012 de un 3.8% 1@%).
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La mediana de edad en pacientes no tratados aatiggramente (desde los 40 afios en 2009 a 41

afnos en 2012, p=0.615) mientras que el sexo dealcentes se mantiene (83% de pacientes masculinos,
p=0.953). Véase tablas 4.2 y 4.3 e figura 4.2.

En cuanto a los pacientes tratados la mediandat® e aumentado desde los 40 afos de 2009 a

los 42 afios en 2012 (p=0.179), manteniéndose d2&H@. El porcentaje de pacientes masculinos ha
disminuido desde 2009 un 4,1%, p=0.580).

Tabla 4.2. Motivos de la peticion del estudio de ristencias durante el periodo de estudio (%).

2009| 2010| 2011] 2012
Naive 51,5| 48,6| 54,7| 53,7
Primoinfeccion 3,0 53 3,7 6,8
1° Fracaso 11,1 14,3| 11,4 137
2° Fracaso 6,0 8,2 7,8 6,3
Multifracaso 18,3| 12,7| 13,9 8,3
Otros 10,2| 11,0 8,6| 11,2

Tabla 4.3. Porcentaje de pacientes tratados y no tir@dos durante el periodo de estudio (%).

2009| 2010 2011| 2012 p

No tratados 54,5/ 53,9| 584| 60,5 0.203
Tratados 455| 46,1 41,6| 39,5
70,0
60,0 =
% J
50,0
40,0
=== NO TRATADOS
30,0 = TRATADOS
20,0
10,0
0,0 T T 1
2009 2010 2011 2012

Figura 4.2. Evolucién de los pacientes tratados/noatados en el periodo 2009-2012 (%).
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Las caracteristicas generales correspondientes doientes infectados por subtipos no-B se

detallan en la tabla 4.4.

Tabla 4.4. Caracteristicas de los pacientes infectas por subtipos no-B.

Sexo (%) V: 70.0; M: 30.0
Mediana edad (afios) [Q1-Q3] 38 [30-45]
Mediana recuento CD4 (cel/mm3) [Q1-Q3] 3093U87]
Mediana Logaritmo carga viral basal (copias/mL}{Q3] 4.44 [3.91-5.20]
Motivo peticién (%)
no tratados 85.7
naive 78.6
primoinfeccion 7.1
tratados 14.3
primer fracaso 7.1
segundo fracaso 14
multifracaso 4.3
Otros 1.4
Grupo de riesgo (%)
ADVP 5.7
Heterosexual 50.0
Homosexual 27.1
ADVP+Homosexual 0.0
Hemoderivados 14
Vertical 2.9
Desconocido 12.9
Coinfeccién (%)
VHA 7.1
VHB 5.7
VHC 14.3
Otras infecciones (%)
Citomegalovirus 15.7
Citomegalovirus + sifilis 2.9
Citomegalovirus + HPV + clamidias 14
Citomegalovirus + Virus Epstein Barr 14
Virus Epstein Barr + Toxoplasmosis 14
Sifilis 14
Toxoplasmosis 14

Nota: V: varén; M: mujer; Q1: cuartil 1; Q3: cuarti | 3.
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Tabla 4.5. Pautas de tratamiento utilizadas en losggientes VIH-1 subtipo no B.

ITIAN : 64.3%
AZT: 7.1% ddl: 2.9% d4T:0.0% 3TC: 14.3% G&B5.7% ABC: 14.3% TDF:55.7%

ITINAN : 45.7%
NVP: 0.0% EFV:42.9% ETV:5.7% RPV:2.9%

IP: 28.6%
IDV: 0.0% NFV:0.0% SQV:0.0% LPV7.1% ATZ1% DRV:14.3%

Inint (RAL): 10.0%

ITIAN+ITINAN : 32.9%
ITIAN+IP : 15.7%

ITIAN+InInt : 2.9%
ITIAN+ITINAN+IP :5.7%
ITIAN+ITINAN+IP+InInt  : 7.1%
Monoterapia: 4.3%

DRVIr: 2.9%

LPVIr: 1.4%

Adherencia al tratamiento.
Buena: 57.1%

Regular: 8.6%

Perdida de seguimiento: 8.6%
Sin ARV: 25.7%

4.1.1. Distribucion de subtipos no B en nuestra pddrion.

El porcentaje de subtipos no B encontrados entrauésea de estudio fue del 8.2% (Figura 4.3).
La distribucion por ciudades de estudio de losgudes se describe en la imagen 4.4 en donde skigenc
gue las ciudades con mayor representacion de sshtip B son Huelva y Cadiz, principalmente por el
volumen de poblacion inmigrante en estas zonas
(Figura 4.4)

mB mNOB ECADIZ EHUELVA SEVILLA

Figuras 4.3 y 4.4. Porcentaje de subtipos B y no B & zona de estudio (Izquierda). Distribucion déos subtipos no B
entre las tres ciudades de estudio indicados comorpentaje (Derecha).
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En cuanto a la distribucion de subtipos no B aadhzs en este estudio, predominan los subtipos
F1, CRF02_AG, Al y C, representando entre ellog al§s del 75% de los subtipos no B de nuestra area
(Figura 4.5). En cuanto al origen de estos pacetdenayoria son pacientes europeos (78.6%) sedeid
africanos (17.1%). Sudamericanos y el Caribe s@rgraron en menor proporcion (2.9% y 1.4%,
respectivamente). Entre pacientes europeos, lagpesbcon mayor frecuencia fueron F1 (37.7%), Al
(20.8%) y CRF02_AG (18.9%). El subtipo con mayoecfrencia entre pacientes africanos fue
CRF02_AG (33.3%). Los subtipos encontrados en ptsesudamericanos y del caribe fueron: Al y
CRF12_BF, y CRF14 BG, respectivamente.

mF1 ECRFO2_AG MAl mC ®CRF14_BG
HMCRFOI_AE ®G m CRFO3_AB CRFO6_CPX ® CRF09_CPX
W CRF11_CPX ™ CRF12_BF D

Figura 4.5. Distribucién de los 70 subtipos VIH-1 o B analizados.

4.2. Estudio del recuento de CD4 y logCV de VIH elos pacientes naive incluidos en el estudio.

Se observa una tendencia a la baja entre los grd@gsacientes con una supresién inmune
moderada y severa, aumentando el % de pacientearcoecuento linfocitario superior a 500 CD4/ml
(p=0.013). Esto indica un diagndstico precoz defieccion por VIH con lo cual médico-paciente pugde
decidir si optan por iniciar tratamiento o difesifconsiderando exclusivamente el recuento CD4bl@r
4.6 e Figura 4.6).

Tabla 4.6. Porcentaje del recuento de CD4 entre Igacientes naive incluidos en el estudio.
Nota: CD4 entre 499-200 considerado como supresiéimune moderada, <200 CD4: supresion inmune severa.

CD4 NAIVE % | 200¢ | 201C | 2011 | 2012 | GLOBAL p

>=50( 106|184 [ 22| 256 | 194 [0.01:
49¢-20C 470|461 | 482|382 | 44F n.s
<20¢ 424|355 | 296 | 36| 361 n.s
% 60,0
50,0 ~ !
40,0 =@=>=500
30,0
=—499-200
20,0 -
<200
10,0
0,0 T T T 1
2009 2010 2011 2012

Figura 4.6. Recuento CD4 entre los pacientes naiderante los cuatro afios de estudio.
Se incluye la linea de tendencia en cada grupo.

65



Por otro lado, se observa una ligera subida delengirde pacientes con CV>100.000 copias,
llegando a representar el 40% de la poblacion neiv@012 (Tabla 4.7. y Figura 4.7.). Por otro lado,
disminuyen ligeramente los grupos de pacientedanian entre 100.000 y 1000 copias/ml, no llegando
ser estadisticamente significativo. Si se apretiaumento del nimero de pacientes con carga iG0G
copias desde el afio 2009 al 20A23(2%, p<0.001). Una explicacion a estos datos straumento en el
diagnostico en fases tempranas de la infecciopdetantana con CV<1000 copias o en fase de control
inmune o cronica de la infeccion).

Tabla 4.7. Porcentaje de la carga viral (copias/mintre los pacientes naive incluidos en el estudio.

CV_NAIVE % 2009 2010 2011 2012 GLOBAL p
>100000 38,7 33,6 37,3 40,0 37,4 n.s
100000-10000 46,5 49,6 41,0 43,2 45,1 n.s
10000-1000 14,0 13,7 18,7 12,8 14,8 n.s
<1000 0,8 31 3,0 4,0 2,7 <0.001
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Figura 4.7. Representacion del % de la carga virale VIH (copias/ml) de pacientes naive incluidos ezl estudio.

Nota: Afiadida la linea de tendencia en cada grupo.

4.3. Estudio de las mutaciones asociadas a resistiana antirretrovirales del VIH. Comparacion en

pacientes naive (resistencias primarias) y paciergé¢ratados durante los afios 2009-2012.

A continuacion se muestran el nimero de resisisnciactividades disminuidas por afio y familia
antirretroviral a partir de las secuencias inclsida el estudio.

N 25
20
15 | gp——l_— =¢—R+AD_ITIAN
10 .  =m=R+AD_ITINAN
s R+AD_IP
0 ; . ;

naive 2009 naive2010 naive2011 naive2012

Figura 4.8. Nimero total de resistencias y actividies disminuidas a farmacos de ITIAN, ITINAN e IPs erios cuatro afios
de estudio entre los pacientes naive. Nota: R (reg#ncia), AD (actividad disminuida).
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Entre los pacientes naive, la tendencia del namenmutaciones de resistencia o que afectaran a
la actividad de algun antirretroviral de alguna lds tres familias (ITIAN, ITINAN, IP) estaba

disminuyendo hasta el afio 2011, a partir del caalitio aumentando.

Entre pacientes con subtipo no B, encontramossigsientes mutaciones primarias en la
retrotranscriptasa: K103N (8.3%), V106l (6.7%) y M4 K65R, D67N, V106M y M184V, con una
frecuencia de 3.3% cada una. En la proteasa, LbdVuoa frecuencia del 43.3%, era la mutacion mas

representativa.

En términos de % total de resistencias a algundéomos datos se resumen en la siguiente tabla.

Tabla 4.8. Porcentajes de resistencia entre las disias familias de ARV entre pacientes naive.

Afio I__Dacientes _Algun_a Resistencia Resistencia Resistencia IP
naive (N=525) | resistencia (%) ITIAN (%) ITINAN

2009 128 12.5 1.6 5.5 8.6

2010 132 13.6 0.75 6.0 7.5

2011 142 49 0.0 2.8 2.1

2012 123 8.1 1.6 4.9 2.4

La presencia de un 8.1% de cepas de pacientes nafvealguna mutacion de resistencia
(resistencias primarias) es similar a los datogememente publicados en la Guia 2013 de GeSIDA y

otras publicaciones europeas.

Entre los pacientes tratados (Figura 4.9), obsesgam marcado descenso de cepas resistentes en
las tres familias, llegando a ser estadistican&gteficativo en las familias de los ITIANs e IEntre los
motivos de este fendmeno se destacarian, por angdhdumento de la adherencia al tratamientoppor
la sustitucion de antiguos antirretrovirales pop®tde la misma familia que poseen barreras gesétic
mas altas. Ejemplos de esto ultimo serian el caddlioso de AZT, d4T y ddl por ABC y TDF en el caso
de ITIAN; NVP y EFV por ETV y RPV en los ITINAN yreel caso de los IPs del cambio de SQV, FPV y
NFV por ATV, TPV, LPV y DRV.

200

N
150 ~—
\\ =—t—R+AD ITIAN
100
== R+AD_ITINAN
— —l\.\ RAD 1P
50 +AL_
—
0 T T
tratados 2009  tratados2010 tratados2011 tratados2012

Figura 4.9. Namero total de resistencias y actividies disminuidas a farmacos de ITIAN, ITINAN e IPs eros

cuatro afos de estudio entre los pacientes tratadddota: R (resistencia), AD (actividad disminuida).
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4.4. Mutaciones asociadas a resistencia y/o dismgian de la actividad del TAR. Comparacion entre
subtipos B y no B de la poblacion de estudio.

A continuacion se describen por familia de farmaaguellas mutaciones que afectan a la
actividad de los antirretrovirales encontradas eoa frecuencia superior al 1% entre las secueni@as
todos los pacientes analizados en la fase de estudi

4
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Figura 4.10. Mutaciones asociadas a resistenciaRd que presentan una frecuencia superior al 1% ergrtodas
las secuencias analizadas en los periodos 2009-20M@ta: * mutaciones que por si afectan a las actdad del farmaco (las

indicadas sélo afectan al FPV).

Solo las mutaciones recogidas en la Figura 4.Ehsentraron con una frecuencia superior al 1%
y ninguna de ellas compromete en gran medida prinsipales IPs que se utilizan en la actualidado&

datos estan en la linea de lo que describen guiablicaciones nacionales.

Entre las mutaciones analizadas con frecuenciaisué 1% de la poblacién de estudio, L33F,
M46l/L y N88D/G/T se encontraron con mayor frecuarentre los subtipos no B pero sin llegar a ser
estadisticamente significativo (1.29% vs 2.25%5% s 4.49% y 1.61% vs 3.37%, respectivamente).
Entre las mutaciones con frecuencia menor al 1%agmoblacion general, las siguientes mutaciones
estaban en mayor frecuencia entre los subtipos worBrespecto a subtipos B: V11I, L24l, D3ON y

N88S. Ninguna de ellas compromete seriamente iddad de farmacos de esta familia.
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Figura 4.11. Mutaciones asociadas a resistencia ®(INANs que presentan una frecuencia superior al 1%mtre todas las
secuencias analizadas en los periodos 2009-2012ta\Nd mutaciones que por si afectan a la actividadel farmaco (L100l,
K103N/S/T y G190A/C/E/Q/SITIV con NVP y EFV e Y181I/\én el caso de RPV).
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En la figura 4.11 se recogen las mutaciones asagiadesistencia a la familia de los ITINANs.
De ellas destacan la conocida K103N que por stafex la actividad de NVP y EFV, por otro lado la
mutacion en la posicion V179 que aunque presentmjmgrado de cambio en la sensibilidad, afetba a
cuatro farmacos de la familia. Esta mutacion esfre@siente entre los subtipos no B de nuestra pidinia
con respecto a subtipos B (6.86% vs 25.84%, p<Q.(xitre las mutaciones menores al 1% soélo la

mutacion V106A/M se encuentra con mayor frecueentae subtipos no B.
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Figura 4.12. Mutaciones asociadas a resistencia BIANs que presentan una frecuencia superior al 1% mtre
todas las secuencias analizadas en los periodos 2@012. Nota: * mutaciones que por si afectan a étividad

del farmaco.

Entre las mutaciones de la familia de los ITIANgy(ffa 4.12), destaca la mutacion M1841/V con
una frecuencia superior al 10% en nuestra pobla&ista mutacion es mas frecuente entre subtipageB q
entre los no B de nuestra poblacion (11.36% vs%, 1#<0.001). Este dato se explica facilmente por el
mayor porcentaje de pacientes naive con subtip8.nén el caso de L210W y D67E/G/N son mas

frecuentes entre subtipos no B, igual que la sesbih en la posicion V75 (mutacién inferior al 1%).

4.4.1 Andlisis de efectividad (definido como CV<5€opias o indetectable) de los ARVs usados segln

el subtipo infectante.

Este estudio se realiz6 en los subtipos Al, C,@2RAG y F1 por tener un mayor numero de

pacientes que permitirian obtener un resultadosigasicativo.
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1. Subtipo Al. Incluidos en este subandlisis un total de 12 ptesgtabla 4.9).

Tabla 4.9. Datos demograficos de los pacientes inlos con subtipo Al.

Cédigo HOSPITAL ANO [SEXO |EDAD [NACIONALIDAD _PAIS_INF FACT_RI ESGO MOTIVO_PET ADHERENCIA COINFECCION | OTRAS INF
CAD2 | PUERTAMAR | 2009 H 46 ESPARA ESPANA HOMOSEXUAL NAIVE REGULAR NO NO
CAD3 | PUERTAMAR | 2009 H 36 ESPANA ESPANA HOMOSEXUAL NAIVE BUENA NO NO
CAD4 | PUERTAMAR | 2010 H 54 ESPANA ESPANA HOMOSEXUAL NAIVE PERDIDA_SEG NO NO
CAD6 | PUERTAMAR | 2010 H 48 ESPANA ESPANA ubvP NAIVE EXITUS NO NO
CAD9 | PUERTAMAR | 2011 H 58 ESPANA ESPANA | HETEROSEXUAL NAIVE BUENA NO NO
JER1 JEREZ 2009 H 41 ESPANA ESPANA HOMOSEXUAL PRIMOINFECCION BUENA NO CMV
JER3 JEREZ 2010 H 32 BOLIVIA ESPANA HOMOSEXUAL NAIVE PERDIDA_SEG VHA NO
JER4 JEREZ 2010 H 45 ESPANA ESPANA HOMOSEXUAL NAIVE BUENA NO CMV,SIFILIS
JER6 JEREZ 2011 H 45 ESPARA ESPANA | DESCONOCIDO NAIVE BUENA VHA SIFILIS
HUE24 INFANTA 2011 H 26 ESPANA ESPANA HOMOSEXUAL NAIVE BUENA NO NO
VALL VALME 2010 H 32 ESPANA ESPANA | HETEROSEXUAL | PRIMER FRACASO BUENA NO NO
VAL3 VALME 2011 H 25 ESPANA ESPANA HOMOSEXUAL NAIVE PERDIDA_SEG NO NO

En la figura 4.13 se incluye la evolucion de las @\Vos 8 pacientes a lo largo de su seguimiento

en sus respectivas consultas (excluidos las pérdielaeguimiento).
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LogCV ceeess CAD2
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Figura 4.13. LogCV en las distintas determinacionede pacientes con subtipo Al.

De los 8 pacientes incluidos, 5 consiguieron cargd indetectable estable durante las sucesivas
consultas, todos ellos declararon una total adbereal tratamiento. Tres de ellos comenzaron (y
contintian) con EFV/FTC/TDF (Atripla), uno comenzdcpntinia) con FTC/TDF/LPV/r, y el dltimo de
ellos comenz6 con FTC/TDF/LPV/r y cambié a monqiexaon LPV/r.

Los 3 pacientes con subtipo A1 que no consiguienma carga viral indetectable incluian los

siguientes regimenes:

1. Los tratamientos previos fueron: EFV/FTC/TDF seguitt ABC/FTC/ETV, DRVI/ETV/RAL,

DRV/FTC/TDF para finalizar con monoterapia de DRVAN ninglin momento el paciente
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consiguié CV<50 copias/ml. El paciente, con obesitiao |, indicaba una buena adherencia. No
selecciond ninguna mutacion de resistencia a twldel estudio.

2. Comenzé con EFV/3TC/TDF y cambié a ABC/AZT/DRV. Mahkdherencia (<60%) que
selecciond la mutacion K103N.

3. Comenzé con EFV/FTC/TDF y cambié a FTC/TDF/DRVr gsteriormente a RPV/FTC/TDF.

Buena adherencia. No seleccion6 mutaciones deeawesia a lo largo del estudio.

Estos pacientes tenian un recuento CD4 inferi@d@ CD4/ml (rango: 11-139) al inicio del
tratamiento (inmunosupresion severa) y dos de eltesentaban una CV>100.000 copias/ml. Los otros
cinco pacientes que consiguieron carga viral iradelde comenzaron el tratamiento con recuento CD4
>380 (mediana de 419), mientras que la CV inictabaperd en ningun caso las 77.000 copias/ml (rango
3.545-77.000, mediana de 29.691 copias/ml).

2. Subtipos C.Incluidos 8 pacientes (tabla 4.10).

Tabla 4.10. Datos demograficos de los pacientes imiclos con subtipo C.

Cédigo HOSPITAL | ANO | SEXO | EDAD | NACIONALIDAD PAIS_INF FAC T _RIESGO MOTIVO_PET ADHERENCIA |COINFECCION |OTRAS INF
CAD7 | PUERTAMAR | 2010 M 50 ESPANA ESPANA HETEROSEXUAL NAIVE EXITUS NO NO
JER16 JEREZ 2012 H 45 ESPARA ESPARA HETEROSEXUAL INB NO TTO NO NO
HUE23 JRJ 2009 H 23 GUINEA GUINEA HETEROSEXUAL NAB/ PERDIDA_SEG NO NO
VAL4 VALME 2012 H 50 ESPANA MOZAMBIQUE | DESCONOCIDO NWE BUENA VHC NO
VALS5 OSUNA 2010 M 54 PORTUGAL PORTUGAL HETEROSEXUAL PRIMOINFECCION BUENA NO NO
VAL6 VALME 2012 H 32 ESPANA ESPARNA DESCONOCIDO| NAIVE BUENA NO NO
VAL13 VALME 2012 H 48 ESPARA ESPARA HOMOSEXUAL | PRIRINFECCION NO TTO NO EBV,TOXO
osul OSUNA 2011 H 46 PORTUGAL PORTUGAL HETEROSEXUAL NAIVE BUENA NO NO

En la figura 4.14 se incluye la evolucion de las @\Mos 8 pacientes a lo largo de su seguimiento

en sus respectivas consultas (excluidos las pérdielaeguimiento).

LogCV 6
5 — JER16
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Figura 4.14. LogCV en las distintas determinacionede pacientes con subtipo C.
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Dos pacientes no se incluyeron en este analisipgralida de seguimiento (uno por traslado, el
otro pos exitus en 2010 por una Leuco-encefalopatilifocal progresiva). Tres pacientes solo tuwner
dos determinaciones de la carga viral en el momeégitpresente estudio, por lo que no podemos cionclu

nada de ellos. De ellos dos pacientes difirieranieio de tratamiento.

Solo tres pacientes tenian 3 0 mas determinacidekesecuento CD4 y CV. Dos de ellos no
consiguieron CV indetectable. Ambos pacientes caarem el TAR con EFV/FTC/TDF (Atripla) y sus
CV iniciales en el momento inicial de tratamientaresimilares (12000 y 15300 respectivamente), asi
como el recuento CD4 (300 y 320). El paciente O8ambié su TAR a MRV/DRVr y posteriormente
MRV/DRV/FTC/TDF sin conseguir carga viral indetddta Ninguno de ellos seleccioné mutaciones de

resistencia.
Solo un paciente consiguio carga viral indeteetaBkte paciente comenzé un TAR compuesto

por EFV/FTC/TDF (Atripla). Este paciente comenzdf&R con CV=66.900 copias/ml y recuento CD4

de 23 cel/mm. Se trataba de un paciente coinfec@l& HC con una buena adherencia.

Con estos pocos pacientes y numero de determirecide CV y CD4 no podemos

realizar un estudio mas exhaustivo.

3. Subtipos CRF02_AG ncluidos 15 pacientes (tabla 4.11).

Tabla 4.11. Datos demograficos de los pacientes iniclos con subtipo CRF02_AG.

Cédigo HOSPITAL | ANO | SEXO | EDAD | NACIONALIDAD | PAIS_INF FAC T_RIESGO MOTIVO_PET ADHERENCIA |COINFECCION [OTRAS INF
CAD5 | PUERTAMAR | 2010 M 17 ESPANA ESPANA HETEROSEXUAL PRIMER FRACASO | PERDIDA_SEG NO NO
JER2 JEREZ 2019 H 36 NIGERIA NIGERIA] HETEROSEXUAL ANE PERDIDA_SEG NO NO
HUE1 INFANTA 2009 H 31 ESPANA ESPARA HOMOSEXUAL NAXE BUENA VHA CMV
HUE3 INFANTA 2010 H 29 ESPANA ESPANA HOMOSEXUAL NAE BUENA NO CMV
HUE4 INFANTA 2012 H 33 SENEGAL SENEGAL| HETEROSEXUAL NAIVE BUENA NO NO
HUE9 INFANTA 2010 M 41 ESPANA ESPANA HETEROSEXUAL AWVE BUENA VHC-VPH CT/ICMV
HUE10 INFANTA 2011 M 43 RUMANIA RUMANIA | HETEROSEXUAL NAIVE REGULAR NO NO
HUE13 INFANTA 2012 H 43 GHANA GHANA HETEROSEXUAL| NWE BUENA VHC NO
HUE17 JRJ 2009 H 49 ESPARNA ESPARA HETEROSEXUAL NAV BUENA NO NO
HUE19 JRJ 2009 H 48 ESPANA ESPARA DESCONOCIDD NAIVE PERDIDA_SEG NO NO
HUE20 JRJ 2009 H 38 GUINEA GUINEA DESCONOCID NAIVE PERDIDA_SEG NO NO
HUE29 INFANTA 2010 M 39 CAMERUN CAMERUN| HETEROSEXUA NAIVE BUENA VHC NO
VAL9 VALME 2011 H 46 ESPANA ESPANA HETEROSEXUAL NAE BUENA NO NO
VAL10 VALME 2012 M 40 ESPANA ESPANA HETEROSEXUAL NWE BUENA NO NO
VAL12 VALME 2012 H 45 ESPANA ESPANA HETEROSEXUAI NXE BUENA NO NO
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En figura 4.15 se incluye la evolucién de las CMade8 pacientes a lo largo de su seguimiento en
sus respectivas consultas (excluidos las pérdidgassetjuimiento y pacientes con menos de dos

determinaciones de carga viral).
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Figura 4.15. LogCV en las distintas determinacionede pacientes con subtipo CRF02_AG.

En este grupo el factor de riesgo mayoritariodlieeterosexual (11/15). Hubo cuatro pérdidas de
seguimiento. Del resto de pacientes, 4 de ellosigoieron CV indetectable, de los cuales tenianocom
TAR: EFV/FTC/TDF (Atripla) y uno de ellos comenzoncFTC/TDF/RAL (presentd varios blips a lo
largo del estudio, quizds porque el estudio desteystia a mutaciones de la integrasa resulté como
actividad disminuida para raltegravir). En cuantoC¥, los tres pacientes que recibieron Atripla
comenzaron con una CV inicial inferior a 10000 aspiy CD4 (entre 154 y 404), todos con adherencia
del 100%. EIl paciente que inici6 con el otro traeno (FTC/TDF/RAL) tenia una CV de 63000 copias
(4.800) y CD4 igual a 2 cel/mm. Ninguno de estosiggdes seleccioné mutaciones de resistencia a lo

largo del estudio.

Los pacientes con fracaso virolégico comenzaroiAR con EFV/FTC/TDF (4 pacientes), un
paciente con 3TC/AZT/LPVr (posterior cambio a DRWERAL) y otro con FTC/TDF/ATVr. Un
paciente no comenzd TAR. Todos los pacientes @ma$o con Atripla presentaban una CV con un rango
de 52000 y 276000 copias. Los otros dos tratansertaenzaron con una CV inicial de 7288 (3.863) y
12000 (4.079). Ambos pacientes eran coinfectadas \fHC. Ninguno de estos pacientes tenia o

selecciond ninguna mutacién de resistencia a ¢mldel estudio.

Con cargas virales altas (en este estudio a p#etib2.000 copias) Atripla parece no ser un
tratamiento adecuado para pacientes portadores ubdépas CRF02_AG. Los tratamientos con
3TC/AZT/LPVry FTC/TDF/ATVr tampoco fueron efectigppero sélo hubo un paciente de cada con este
régimen. Sin embargo, Atripla parece ser efectivegte grupo de pacientes si la carga viral esianfa
10.000 copias, asi como FTC/TDF/RAL como terapianitgo.
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4. Subtipos FllIncluidos 20 pacientes.

Tabla 4.12. Datos demograficos de los pacientes iniclos con subtipo F1.

Codigo | HOSPITAL | ANO | SEXO |EDAD | NACIONALIDAD PAIS_INF FACT_RI ESGO SUBTIPO MOTIVO_PET ADHERENCIA | COINFECCION OTRAS INF
JERS JEREZ 2010 M 41 ESPANA ESPARA HETEROSEXUAL F1 NAIVE ABANDONO VHA CMV
JER8 JEREZ 2011 H 22 RUMANIA RUMANIA VERTICAL F1 PRIMER FRACASO PERDIDA_SEG NO NO
JER12 JEREZ 2012 H 29 ESPANA ESPANA HOMOSEXUAL F1 NAIVE SINTTO NO CMV,VEB
JER14 JEREZ 2012 H 37 ESPANA ESPANA HOMOSEXUAL F1 PRIMOINFECCION BUENA NO NO
JER15 JEREZ 2012 H 38 ESPANA ESPANA HOMOSEXUAL F1 NAIVE SINTTO NO NO
JER17 JEREZ 2012 H 29 ESPANA ESPARA HOMOSEXUAL F1 NAIVE BUENA NO NO
HUES INFANTA 2011 H 47 POLONIA POLONIA HETEROSEXUAL F1 MULTIFRACASO BUENA VHC CcmMvV
HUE6 INFANTA 2010 M 26 RUMANIA RUMANIA HETEROSEXUAL F1 NAIVE BUENA VHB CMV.
HUE7 INFANTA 2010 M 25 RUMANIA RUMANIA VERTICAL F1 SEGUNDO FRACASO BUENA NO CMV
HUE8 INFANTA 2011 H 35 ESPANA ESPANA HOMOSEXUAL F1 NAIVE PERDIDA_SEG NO CMV.
HUE11 INFANTA 2010 H 28 RUMANIA RUMANIA HETEROSEXUAL F1 NAIVE BUENA NO NO
HUE14 INFANTA 2012 H 26 ESPANA ESPARA HETEROSEXUAL F1 NAIVE SINTTO NO NO
HUE21 JRJ 2009 M 26 RUMANIA RUMANIA HETEROSEXUAL F1 NAIVE BUENA NO NO
HUE22 JRJ 2009 H 28 RUMANIA RUMANIA HETEROSEXUAL F1 NAIVE BUENA VHB CcMV.
HUE25 INFANTA 2010 M 52 ESPANA ESPANA HEMO F1 MULTIFRACASO BUENA NO NO
HUE28 INFANTA 2011 H 31 ESPANA ESPANA DESCONOCIDO F1 NAIVE PERDIDA_SEG NO NO
HUE30 INFANTA 2010 M 6 RUMANIA RUMANIA DESCONOCIDO F1 PRIMER FRACASO PERDIDA_SEG NO NO
HUE36 INFANTA 2011 M 39 RUMANIA RUMANIA HOMOSEXUAL F1 NAIVE SINTTO VHC NO
VALT VALME 2010 H 28 RUSIA RUSIA ADPV F1 NAIVE PERDIDA_SEG VHC TOXO
VAL8 VALME 2012 H 40 ESPANA ESPANA HOMOSEXUAL F1 OTROS BUENA NO NO

En este grupo hay 5 perdidas de seguimiento, Zep@s que no iniciaron tratamiento y un
abandono. Los diez pacientes restantes presentabasuena adherencia.

Cuatro pacientes consiguieron CV indetectable eamglo como TAR: EFV/FTC/3TC,
RPV/FTC/TDF, DRV/ETV/RAL y 3TC/ABC/EFV/RAL, respegamente.

Entre los pacientes que no consiguieron una ocarghindetectable, no encontramos diferencias
en la CV basal, recuento CD4, tratamientos 0 mom&s asociadas a resistencia que los diferencison
pacientes que si consiguieron la indetectabilidadre dichas mutaciones encontramos un paciente que
seleccioné K103N, M184V y P225H, mientras que aeteccioné M41L, D67N, M184V, L210W y

T215Y. El resto de pacientes no presentaban mumesimayoritarias asociadas a resistencia.
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== |ER14 == JER17 HUES HUE6 HUE7
s HUE 1] e HUE 2] s HUE 22 HUE25 VAL8

Figura 4.16. LogCV en las distintas determinacionede pacientes con subtipo F1.

4.4.2. Respuesta virologica en subtipos no B de st area.

Entre los pacientes con subtipo no B incluidoglgresente estudio, 17 pacientes tenian sélo una
determinacion de carga viral realizada en el momelel analisis (pérdida de seguimiento o Ultimos
pacientes de 2012 con sélo una visita). Del restgakcientes (con dos o mas determinaciones), 17
pacientes consiguieron respuesta viroldgica (FigudZ'), lo que supone que sblo un 32% de estos
pacientes consiguen una carga viral indetectaldlé (2 consideramos todos los subtipos no B inchkiido
en el estudio).

m Al mCRFO2_AG m CRF14_BG mC mF1 mCRFO1_AE

Figura 4.17. Numero de pacientes que consiguierorspuesta virolégica y subtipos.

4.5. Estudio de polimorfismos en la proteasa y raeptranscriptasa en subtipos no B de VIH-1.

Se han incluido un total de 1022 secuencias Vizaual los subtipos no B con mayor nimero de
secuencias detectadas a lo largo del estudio, @s, ¢ de los subtipos Al, C, CRF02_AG, Fl y
CRF14 _BG. En negrita se resaltan los polimorfismpes se encontraron en el 100% de las secuencias
analizadas.

a) Subtipo Al.

Se han incluido 18 secuencias de este subtipalellhs cuales eran de pacientes naive en el
momento de la peticidbn. A continuacion se descrilzen polimorfismos encontrados segun el aa y
posicion en la cepa de referencia y el aa encamtiaesi como el % de secuencias de dicho subtipdague
presentaban en la proteasa viral y la retrotrgpissa.
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Proteasa

Aa wildtype | L | | I |G | E M [N | R R |[D|H |K|L
Posicion 10| 13| 15| 16 35| 36 |37| 41 | 57 |60| 69 | 70| 89
Aamutacion | V |V |V | E D | D | K K E| K R | M
% 89| 94| 67| 39 100| 100| 89| 100| 100| 89| 100| 89 | 94

Si atendemos al listado de mutaciones publicada gaia del IAS-USA 2013, si se recogen estos
polimorfismos como mutaciones asociadas a resistendPs: L10V (ATZ, FPV, LPV y TPV), G16E
(ATZ), K20R (ATZ y LPV), M36l (ATZ, TPV), D60E (ATZ, H69K y (TPV). Segun este listado y los
polimorfismos presentes en este subtipo, el IP muee recomendaria su uso seria atazanavir. Estas
mutaciones no se recogen en la Guia RIS 2013.

Retrotranscriptasa

Aa wildtype | V | K I K Q D V Q T Q R Vv
Posicion 60| 122| 135 173| 174 177 149 197 200 207 211 (245
Aa mutacion | | E T All K E E I A A S E

% 77| 89| 94) 39/39 89 94 89 83 77 8§83 83 p1

V179E (presente en el 89% de las secuencias adat}, se encuadra en el grupo 1 de
resistencias (Guia RIS 2013) afectando a la aciivite NVP, EFV y ETR. En la guia IAS-USA
2013 no se recoge ninguna de las anteriores.

b) Subtipo C

De este subtipo se han analizado un total de 1l@emei@s con los siguientes resultados en
proteasa y retrotranscriptasa.

Proteasa.

Aa widtype | T | I |L |[K |JE |M |[R |H |L |I
Posicion 12| 15| 19| 200 35 36 4169 |89 93
Aamutacion | S| V| I | R| D|IW| K| K |M | L

% 58| 67| 50/ 33 33 58 83100| 83| 83

Ningun polimorfismo asociado a resistencia segtia RIS 2013. En la IAS se recogen como
mutaciones K20R (ATZ y LPV), M361 (ATZ, TPV), HEORPV), L89M (TPV) e 193L (ATZ). Con estas

mutaciones, para este subtipo no seria recomenelald® de atazanavir y tipranavir.

Retrotranscriptasa.

Aa wildtype | T| E| S| K D K| Q| V | T Q R F \Y

Posicion 39| 40| 48| 122 123 178 174 17200| 207 | 211| 214 245
Aamutacion | E | D | T | E S A K E| A E/A K L QIA
% 92| 33| 75| 92| 67| 67 50 7%5100|58/25| 83| 50| 83/17

Ningun polimorfismo asociado a resistencia recogiddRIS o IAS 2013.
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¢) Subtipo F1.

De este subtipo se han analizado un total de 1Liésems con los siguientes resultados.

Proteasa.

Aa wildtype | L | | | |G |K |E |[M |R R |Q |L |E I L
Posicion 10| 13| 15| 16 20 3% 3p41 | 57|61| 63| 65| 72 | 89
Aamutacion |V |V |V |E |R | D | D | K K N|T|D| TV

% 59| 47| 76| 53 41 94 94100| 100| 41| 59| 71| 47/24 61

En la guia IAS se recogen L10V (ATZ, LPV y TPV),8EL(ATZ), K20R (ATZy LPV) y L89M
(TPV). Con estos polimorfismos los farmacos que seégen comprometidos serian atazanavir, lopinavir
y tipranavir.

Retrotranscriptasa

Aa widtype | E| V| D I S K Q T Q R V
Posicion 40| 60| 123 135 162 173 | 174 200 207 211| 245
Aa mutacion | D | | E | L/NV-T |CHH |T/IAV | K A/Q-1 | A-D-E-K | K Q
% 41| 47| 82| 82/18 | 64/36| 53/47| 100 65/29 100 100| 94

Ningun polimorfismo asociado a resistencia.

d) CRF02 AG

De este subtipo se han analizado un total de 1Liésems con los siguientes resultados.

Proteasa
Aa wild type I K|{K|M |R |V |H L
Posiciéon 13| 14| 20| 36 | 41| 60| 69 89
Aa mutacion | VIG| R | | I K|l |[KIR|M
% 94/6 | 59| 94| 100 | 76 | 47| 94/6 | 100

Ningun polimorfismo asociado a resistencia segi®, Rientras que IAS recoge K20R (ATZ),
M36I1 (ATZ, TPV), HB9K/R (TPV) y L89M (TPV). En estsubtipo los farmacos mas afectados serian
atazanavir y tipranavir).

Retrotranscriptasa

Aa wild type | K [ S K Q D [ | T Q R v
Posicién 122 135 | 162| 173 174 177] 178 200 207 211 245
Aamutacion | E | VIKT-L | A | T/A |KIAED-RP| E | M | AE | E/ADK| KITE | QEEK

% 35 | 35/29 | 100 71/18 59/29 94| 47| 76/18 59/18] 59/18 71/12

Ningun polimorfismo asociado a resistencia.
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e) CRF14 BG

De este subtipo se han analizado un total de @sei@s con los siguientes resultados.

Proteasa
Aa wild type | | K K | M R H V L
Posicién 13| 14| 20| 36| 41 69 82 89
Aa mutaciéon | V R | | K K | M
% 100 | 100| 100/ 10Q 100 100 1Q0 100

IAS recoge K20I (ATZ) y V82l (ATZ) como mutacionesn este subtipo se veria disminuida la

efectividad de atazanavir.

Retrotranscriptasa

Aa widtype | K |V | A | K Q D T V
Posicién 43| 60| 98| 122 174 | 177 | 200| 245
Aamutacion | R | A | S E | KIE E A | QT
% 50| 67| 67| 67|83-17| 83 | 83| 83-17

Ningun polimorfismo asociado a resistencia.

4.5.1. Estudio de polimorfismos en proteasa y raitranscriptasa Unicos o mayoritarios de subtipos

no B.

1. Polimorfismos s6lo encontrados en la proteasa bigpas no B.

Tabla 4.13. Listado de polimorfismos encontrados &en subtipos no B.

Polimorfismo No B (n seq) No B (%) Subtipo
L10R 1 1,1 CRF02_AG
V11F 1 1,1 CRF02 AG
113G 1 1,1 CRF02 AG
K14l 1 1,1 c
L19P 6 6,9 CRF02 AG (4), F1, CRFO6_cpx
L23P 1 1,1 CRF02_AG
E34D 1 11 CRF02 AG
K45Q 1 1,1 CRF14 BG
C67E 4 4,6 G, CRF11 cpx(2), CRF14 BG
C67N 1 1,1 G
HE9R 1 11 CRF02_AG
N83K 1 11 CRF14 BG
N88S 1 1,1 F1

Nota: incluidas en el andlisis 87 secuencias de $ipos no B.

Solo los polimorfismos L10R (reduce actividad d®&/FLPV y SQV) y N88S (reduce actividad
ATZ) se recogen en la guia IAS-USA 2013.
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2. Polimorfismos s6lo encontrados en la retrotrantzsgpde subtipo no B.

Tabla 4.14. Listado de polimorfismos encontrados &ben RT de subtipos no B.

Polimorfismo No B (n seq) No B (%) Subtipo
T39G 2 2,3 CRF02_AG
T39L 2 2,3 CRF02_AG, CRF14_BG
T39M 1 1,1 F1
E40H 1 11 CRF02_AG
E42V 1 1,1 CRFO01_AE
E44R 1 1,1 F1
N54K 1 1,1 Al
D67S 1 1,1 F1
S68T 1 11 CRF02_AG
V75l 1 1,1 F1
V75T 1 1,1 C
L80T 1 1,1 CRF02_AG
VI0G 1 1,1 CRF02_AG
P97A 1 11 CRF02_AG
L100F 1 1,1 CRF02_AG
D113N 1 11 CRFO01_AE

Al14vVv 1 1,1 CRF02_AG
S134R 1 1,1 CRF02_AG
T139S 1 1,1 D
Q145C 1 1,1 C
Q151H 1 1,1 CRF11_cpx
Q161H 1 11 CRF11_cpx
T165A 1 1,1 C

E169R 1 1,1 CRF02_AG
K173L 5 57 Al(2), CRFO1_AE(3)
K173V 5 57 F1(2), CRF14_BG(3)
Q174D 1 11 CRF02_AG
1178R 1 11 Cc

D186Y 1 1,1 F1

L187S 1 1,1 CRF02_AG
V189E 1 11 F1
S191A 1 1,1 F1

1195Q 3 34 F1 (3)
G196M 1 1,1 C

H198N 1 11 F1
T200Q 4 4,6 F1 (4)
K201Q 1 11 CRF11_cpx
E203A 1 1,1 CRF11_cpx
E204M 1 1,1 C

L228Q 2 2,3 F1 (2)
E233D 1 1,1 Al

L234P 1 11 Al
P236H 1 1,1 CRF11_cpx
Q242P 1 1,1 Al
P243H 2 23 F1, CRF11_cpx
V245D 1 1,1 CRF01_AE

Nota: incluidas en el andlisis 87 secuencias de $ipos no B.

No hay descrito ningun polimorfismo entre los ernm@mios que se incluya como mutacion
asociado a resistencia. No podemos descartar gueaapor si y el conjunto de alguno de ellos proeoqg
una disminucién de la actividad o incluso resiggerec algun farmaco de la familia de los ITINAN o
ITIAN.
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3. Polimorfismos mayoritarios de subtipo no B en paste

Tabla 4.15. Polimorfismos con mayor frecuencia esubtipo no B comparados con subtipos B. Nota: sOke
incluyen aquellos con una frecuencia mayor al 25%nesubtipos no B.

Polimorfismo Ez(g% N?\Es(;/O)
L10V 4.4 39.1
113V 18,4 69,0
K14R 11,8 253
L15V 16,4 48,3
G16E 7.8 26,4
K20 02 29,9
E35D 31,8 66,7
M36l 25,7 92,0
N37D 13,2 253
R41K 21,6 89,7
R57K 9.4 46,0
D60E 9.4 253
HB9K 07 4
L8OM 21 86.2

4. Polimorfismos mayoritarios de subtipo no B en resmuscriptasa.

Tabla 4.16. Polimorfismos con mayor frecuencia ersubtipo no B comparados con subtipos B en la
retrotranscriptasa. Nota: sélo se incluyen aquelloson una frecuencia mayor al 20% en subtipos no B.

Polimorfismo ,\BIZ(Z%)S N?\]ES(;/O)
V60! 23,3 52,9
K122E 34,9 57,5
D123E 23,1 27,6
1135T 30,1 35,6
K173A 0,2 29,9
K173T 0,3 34,5
Q174K 18 701
V177E 21,3 70,1
V179l 30 241
T200A 22,4 73,6
Q207A 1,7 36,8
Q207E 15,8 31,0
R211K 47,9 55,2
V245Q 17 58,6

Ninguno de estos polimorfismos se asocia a resiste
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4.6. Andlisis de clusters de subtipos no B.

1. Subtipo Al.

El andlisis de las secuencias de las cepas cdipsubl reveld la existencia de un cluster
formado por 8 de los 10 pacientes incluidos coa ssbtipo (Figura 4.18).

A1.RU.2007 Irkutsk 5.JQ292891
_|—A1.RU.20[]8.RUAUU1.JQ292893
A1.RU.2005.RU 560 1125 JA_ JQ292895
—A1.RU.2003.03RUZ20 06 13.AY500393
A1.RU.2008.RUADDT.JQ292594
A1.RU.2010.10RUBTI2.JX500695
[ ] “_Ii—MUQUUE_RUUmEQ_JQQQEBQE
A1.RU.2010.10RUBE17 .JX500696
A1.RU.2006.RU 915 1038.JQ292898
A1.RU.2000.RU00051.EF545105
A1.RU.2008. DEMA108RUO04 KFT716492
A1.RU.2011.11RUG950.JX500694
A1.RU.2008 DEMAT0BRU003 KF716491
A1.RU.2006.RU SP B 049.JQ292900
A1.RU.2006.RU 915 1035.JQ292897

A1.RU.2006.RU 915 1016.JQ292896
E_RU_EUUE_RU 915 1041.JQ292899
A1.RU.2008 PokA1Ru.FJB64679

1649515 VAL3
A1.E5.2005.X1608-8.FJ670519

| A1.ES.2006.X2110 FJ670523

| A1.ES.2006.DEMA106ES002.JX140651

1608362 HUE24

16449558 CAD4 T
1682185 JER4

—mums JERS

L 1682015 JER3

7001003 VAL1 —

1549889 JER1 A

1675218 JER1 B

1682002 CADG

1615412 CADS__/

0.0
Figura 4.18. Andlisis de clUsters de subtipos AleSndica con el corchete el clister encontrado.
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2. Subtipo C.

El andlisis de estas secuencias revelo que nteexiggun cluster definido para los pacientes con

subtipo C en nuestra area de estudio (Figura 4.19).

C.ES5.2006.X1936.EUTE66T3

C.E5.2006.DEMCOBES003 KC473544
C.ES.2005.X1702-3.FJ6T0521
C.BW.2000.00BVW17956.AF443097
C.BW.2000.00BW17835.AF443096

C.ZM.- HIV1084i AY805330
C.CY.2009.CY260.JFBB3803
M C.MW.2009.703010256.gp8 JQTTI126

_|— C.MW_2008.702010432 gp30.JQ779273

HUEZ23
C.TZ.2008.707010457 p13.JQ779152
C.GE.2003.03GEMZ033.0Q2079341
’— C.ES.2007.%¥2118 2. EUB84500
C.AOC.2007. DEMCOTAQO01.JX140662
VAL4
C.ZA 2009.DEMCO09ZA009.JX140668

1 C.CM.2009.2643.JQ898276
4|7— C.CN.2009.09%NLX090sg K CBI8995
[— C.CN.2009.816.JQ898249
C.IN.2003.D24 EF469243
C.U5.2011.17TB4 E5 KF526227
C.BR.2004.04BRO38.AY 727524

C.BR.2007.DEMCO7BR003.JX140663
] ——— C.BR.2004 04BRO73.AYT27525

VALS
VALS(2)

0sU1
C.ES.2008.X2363 2. EUT86681
JER16
VALB
| CAD7
| VAL13

0o
Figura 4.19. Analisis de clusters de subtipos C.
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3. Subtipo CRF02_AG.

El andlisis revelé que no existia ningun cllstefiniddo para las cepas del subtipo CRF02_AG
presentes en nuestra area de estudio (Figura 4.20).

HUE17

HUE1S

HUE4

| 02 AG.GH.2003.03GH181AG AB286855
102 AG GH 2003 03GH1B1AG AB286856

HUE10
s

VAL10
—1 e

02 AG.CM.2008.DE00208CMO004 JX140647
02 AG.GH.1997 97GH-AG1.AB049811

02 AG.GH.2003.GHNJ196.AB231898

HUE20

02 AG.GH.2003.GHNJ188.AB231896

HUE1
HUE3

G.NG.2009.09NG SC21.JN248584

JER2
HUES

02 AG.SN.1993.98SEMP1213 AJ251057
— 02 AG.SN_1998 98SE MP1211 AJ251056

02 AG ES.2006.P1261.EUT866T1

02 AG.GH.2003.GHNJ185 AB231895

02 AG.NG.2009.09NG SC24.JN248585

02 AG.GH.2003.03GH182AG AB286857

02 AG ES.2006.P1423 EUB84501

HUE13

02 AG.CM.2010.DE00210CM013.KF559739

02 AG.CM.2008.BP0O00TY LHO1.JNGETE93

02 AG.CM.2008.DE00206CMO001.JX140646

0.1

Figura 4.20. Analisis de clusters de subtipos CRFO2G.

4. Subtipo CRF14_BG.

El andlisis de estas secuencias reveld que nceexisgin clister definido para estos pacientes
(Figura 4.21).

14 BG ES.1999 X397 AF423756

14_BG.ES.2004 X1118_4 FJBT0517

14_BG.ES.1999 X421 AF423757

14_BG.ES.2000.X605 AF450096

14_BG.ES.2005 X772-6.FJ6T0528

14_BG.ES.2005.DE01405ES002. KCAT383T

14 BG ES.2000 X475 AF423758

14 BG ES 2004 X1689-2 FJ670518

14_BG.ES.2000.%477 AF423759
14_BG.PT.2000.00PTHDE10.GU230137

— 14_BG.PT.2000.00PTHSM5.GU230133

HUE2

14_BG.ES.2000.%623 AF450097

HUE32 A

HUE32 B

14 BG ES 2006 X1870 FJB70522

14_BG.BR.2005.DE014058R001.JX140649

JERT

CAD1

i
0.005

Figura 4.21. Andlisis de clusters de subtipos CRF1BG.
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5. Subtipo F1.

El analisis de las secuencias de las cepas cdipsUbl revelo la existencia de dos clusters

formado por 4 y 3 pacientes cada uno, respectiven(&igura 4.22). El cluster formado por 4 paciente

corresponde a individuos de una misma familia del\ude origen rumano.

HUE21

|:HUE22

HUET

JERS

F1.R0O.1996.BCI RO7_.AB485658
JER15
F1.ES.-P1146.DQ979023
F1.FR.1996.96FR-MP411.AJ249233

HUES
F1.CY.2008.CY222 JFGB3TT1
F1.ES.-X1670.DQY979024
HUEB
HUE11
HUE30
HUE36
F1.A0.2006.A0 06 ANG32.FJ900266

_|:F1_ES.-_X1093 2.DQ979025
F1.ES.2002.ES X845-4 FJ6T0516

F1.FI.1993.FIN9363.AF075703
F1.BE.1993.VI850.AF07T336

HUE25
F1.BR.2002.02BR082.FJ771006
JER14

HUE14
F1.AR.2002.ARE933.DQ189083

VALS

HUES
HUE28

F1.ES.2010.X2874 2. KC113009

JER12

F1.ES.2011.DEMF110ES001.JX140671

F1.RU.2008.D88 845.GQ290462
JERS

VALY

JER1Y

0o

Figura 4.22. Andlisis de clusters de subtipos F1leSndica con el corchete los clister encontrados.

F1.BR.2007.07BRE44.FJ771010
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4.7. Tropismo viral mediante la secuenciacion de legion V3 de subtipos no B.

Esta determinacion se realiz6 con éxito a 42 sugedos 70 posibles (60%). Los sueros que no se
testaron eran de 2009 y 2010, son previos al idieita determinacion de esta prueba.

Entre los sueros que se obtuvo el tropismo V@aM42 (83%) tenian un tropismo CCR5, mientras
que 7/42 (17%) tenian tropismo X4 o dual mixto. tasacteristicas de estos pacientes eran las isigsie

Tabla 4.17: Caracteristicas de los pacientes corojpismo X4.

Sexo Edad Motivo peticion Subtipo
Varén 50 Naive C
Varén 22 Primer fracaso F1
Varén 46 Naive CRF02_AG
Varén 29 Naive CRF02_AG
Varon 43 Naive CRF02_AG
Varon 38 Naive CRF06_cpx
Varén 35 Naive CRF09_cpx

Siguiendo la regla 11/25 para determinar una se@i@menomo X4, en estas secuencias
encontramos que en la posicion 11 se encontré B @a un 25% de las secuencias. En la posicién 25
encontramos el aa K en un 44% de las secuenciaglt&heamente no se encontré en ninguna secuencia.
El resto de secuencias (31%) se determinaron corhcerX base a otros criterios seguidos por los

algoritmos propios de geno2pheno coreceptor o & st®m WebPSSM (Figuras 4.23 y 4.24). En la figura

4.24 se recogen la frecuencia de los aa de lasgiauge los subtipos no B con tropismo CCR5.

T

o

probability
o
o

-TRGl

1 GO

o
o

10 15 3 35
WebLogo 33

Figura 4.23. Secuencias analizadas por WebLogo 38n las secuencias de subtipos no B con tropismo.>8e
muestran los aa y frecuencia en cada posicion.
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Figura 4.24. Secuencias analizadas por WebLogo 38n las secuencias de subtipos no B con tropismo RE.
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Si comparamos entre subtipo B y no B, hay mayerufencia de tropismo X4 entre los subtipos B
(25.6% vs 10%). Este dato se debe a que entreldipas no B con determinacion de tropismo reatizad
s6lo un 14% eran pacientes naive, la mayoria renféatados. Sin embargo, al analizar los pacientes
naive, entre subtipos B es ligeramente mas freeudrttopismo X4 frente a los subtipo no B (13.886 v

10%).

En cuanto a la longitud de la secuencia, el 2518%s secuencias presentaba alguna delecion de
1 0 2 aa (posiciones 14 y/o 24). Entre subtipoa@mtramos alguna delecion en el 33% de las se@asenc

analizadas.

4.7.1. Prevalencia de polimorfismos asociados a aigucion de la actividad de maraviroc.

Las polimorfismos con mayor prevalencia fuerofr 206.4%), 22A (71.5%), 11S (68.2%), 13H
(64.3%), 25D (36.9%) y 22T (28.0%). Estos polingrfos se presentaban con frecuencias distintas entre
los subtipos B y no-B (tabla 4.18). El polimorfisf@®T tenia mayor frecuencia en el B que en los no B
sin embargo, 11S, 13H, 22A y 25D fueron mas fretgean los subtipos no B que en el B. También se
observé que algunos de los polimorfismos menosuénees (19S, 20L, 26V y 11S+26V) eran mas
prevalentes en el subtipo B. El resto de polimorfis estudiados presentaban una prevalencia sienilar

ambos grupos.

Tabla 4.18. Prevalencia de los polimorfismos asodas a disminucion de la actividad de maraviroc.

Subtipos B Subtipos no B
Mutacion Frecuencia (%) Frecuencia (%)
4L 0 0
11S 66,2 71,8
11R 0 0
12v 0,8 1,7
13H 59,6 73,6
16A 0 0
18G 1,7 0
18DEL 1,6 0
19S 3,9 0
20F 95,4 98,2
20L 3,4 1,7
20W 0 0
211 0 0
21T(In vitro) 0 0
22A 67,2 78,4
22T 29,9 21,7
24T 1,6 0
25D 29,9 51,7
26V 4,8 0
28V(In vitro) 0 0
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31V 0,9 0
11S+26V 3,8

18G+22T 0 8,2
19S+26V 0,9 0
20F+211 0 0
20F+25D+26V 0,9 0
G15_P16INSA 0 0
N24_[125INSI 0 0
G15_P16INSG+25D) 0 0

Nota: Estas secuencias correspondian a 89 pacientes subtipo B y 24 con subtipos no-B. Realizando

una expansion de la secuencia degenerada, obtuvimas total de 187 secuencias incluidas en este

analisis.

Los polimorfismos 11S, 13H, 20F, 22A/T y 25D prasban la mayor prevalencia en nuestra
zona de estudio, mientras que 11R y 19S, asociednspeor respuesta a maraviroc, solo estaban
presentes en subtipos B y con una baja prevaléftiay 3,9% respectivamente). Los polimorfismos, que

in vitro, producen resistencia (21T y 28V) no seagraron en nuestra poblacion.

4.7.2. Discordancias entre algoritmos de interpretadn genotipica del tropismo de VIH-1 en

secuencias con inserciones o deleciones en la ragi3: MARGI-HIV Tropism.

Hoy dia, son dos los algoritmos genotipicos maslassgara la interpretacion, geno2pheno
coreceptor (G2p) y webPSSM (PSSM), pero estudiesigs han indicado que existen problemas en la
interpretacion cuando se trata de secuencias cotamafio diferente a la secuencia consenso (35
aminoacidos).

En estudios previos realizados por este grupessmo que la concordancia entre herramientas
fue de 86%, sin embargo, para secuencias con deé=ce inserciones la concordancia disminuye lehsta
83,9% y 81% respectivamente. Para secuencias cserciones la aplicacion mas adecuada para
determinar el tropismo genotipico es G2p, ya quBNP80 alineaba bien las secuencias y podria dar un
resultado erroneo. Para secuencias con delecienemendamos el uso de G2p para evitar los posibles
errores de alineamiento de PSSM o la verificaciéhatineamiento correcto de la secuencia al utiliza
PSSM.

Por estos motivos se comenzo crear una herramigr@aayudase y facilitara la determinacion
genotipica del tropismo viral del VIH. Para ello desarrollé una aplicacién informatica en la que se
obtienen simultdneamente las interpretaciones af@stno viral realizadas por geno2pheno coreceptor

(www.geno2pheno.org) y WebPSSM (www.ubik.microbialshington.edu/computing/pssm).

La aplicaciéon, con acceso gratuito, se encueltjada enmw.vih-tropismo.com. El resultado se

consigue al introducir una secuencia de ADN cooedjente a la regién V3, la cual es traducida a
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secuencia de aminoacidos para posteriormente canfgpaon secuencias registradas y analizadas en

nuestra base de datos previamente elaborada yadeipor ambas aplicaciones (Figura 4.25).

Con esta herramienta se han simplificado y urdfickas herramientas bioinformaticas utilizadas
para la determinacion del tropismo del VIH. Ademses,realiza simultaneamente la expansion de la
secuencia degenerada obtenida para poder analtpgalenente por G2p, que actualmente solo da el
resultado del promedio de la secuencia introduckar. otro lado, los alineamientos erroneos de

WebPSSM con secuencias de longitud distinta a B&aaido resueltos.

MARGLHIV TROPISM (1 ulfiple Algorithn Results for Ces

DNA containing the ¥3 region of gp120

T GCACAAGACCT GGCAACAATACAAGAAAAAG TATACATATAGGACCAGGGAGAGTA ATGCAACAGGATCAATAAT ST

T

5 4
‘ Results Obtained ERWTIETCERATYS Before to start FORO Contact i 4

Events: have obtalned 1 differents se

#322nd ECCMID London 2012 The secyence obtained number 1 has been; CTRPGNNTRKSIHIGPGRAFYATGSIIGDIRQAHT
e A e It has 100.00% of similarity with the secuence; CTRPGHNNTRKSIHIGPGRAFYATGSIIGDIRQAHC
that corresponds with the following results: b
# National Consensus J
Hasument a) GenoZphena FPR: 38.00%
L] b} Geno2pheno Motivate: CCRS
# European Guidelines £l GenoZpheno Eurapear: CCRS
d) Geno2phena Trapism: CCRS
! &) WehPSSM Score: -11.16
f f) WebPSSM Topism: CCRS [
I g} Predicted genotype: (Lo F
|

Figura 4.25. Resultado obtenidos tras analizar unaecuencia de interés con MARGI-HIV Tropism.

4.8. Estudio de mutaciones de resistencia a la igiasa viral de VIH-1 subtipos no B.

Este estudio se realizd a un total de 41 muegif#s) por no disponer de muestra o extraido del
resto. De estas muestras, en ocho no se consigidiaar producto (seis de ellas presentaban @angac
viral por debajo de 8000 copias en el momento steldéo, mientras que todas las que amplificarofaten
una carga viral superior a esta cifra). Todos lEdgntes incluidos eran pacientes naive para ohiriés
de la integrasa. Los resultados se sensibilidaalifados seguin geno2pheno integrase) de las msielstra

pacientes amplificadas se expresan a continuacion:

- RAL sensible / EVG sensible: 28 pacientes.

- RAL sensible / EVG con actividad disminuida: 4 pates (CRFO1_AE, CRF02_AG Yy
F1[2]). Siguiendo la Guia RIS 2013, 3 de estosgudes presentarian resistencia a EVG.

- RAL con actividad disminuida / EVG sensible: 1 pate CRF02_AG.

- DGV sensible: 33 pacientes (100%).

Entre los pacientes naive a cualquier TAR (28)eseontré mutaciones que provocaran la

disminucion de la actividad o resistencia a algdedos inhibidores de la integrasa en el 15.1%.
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4.8.1 Andlisis de polimorfismos de la secuencia teintegrasa viral en subtipos no B.

Al disponer de pocas secuencias se analizaros tag@ecuencias en bloque (subtipo no B). Entre
los polimorfismos con mayor frecuencia se encootrdos siguientes: L1011 (60%), T112V (40%),
G123S (92%), T125A (75%) y R127K (60%). De ellag0Ll se asocia (in vitro) a resistencia a
dolutegravir (Grupo 1 dentro de la guia RIS 20EBYesto de polimorfismos y su frecuencia se maestr
en la figura 4.26.

Las mutaciones que més afectan a la actividadAde (R143C/R, Q148H/K/R y N155H) no se
encontraron entre las secuencias analizadas. BEstrautaciones descritas para EVG, T66A/K/I, E92Q,
Q148H/K/R y N155H no se encontraron, mientras gq@8\Vk P145S y S147G se encontraron en tres
pacientes distintos (2 subtipos F1 y un subtipoL@s mutaciones descritas que confieren resistencia
DTG, Q148H/K/R, T66K, L741, E138A/K/T y G140A/C/S)o se encontraron en nuestra poblacion a
excepcion de L741, que por si sola no afecta atlsidad de este farmaco. Dicha mutacién se enéantr
dos pacientes con subtipo CRF02_AG.
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Figura 4.26. Frecuenciag%) de sustituciones en cada coddn de la integrasa dlifipado (codones 12-175).
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5. Discusion.
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5.1. Caracteristicas de la poblacidon general del teglio. Distribucién de subtipos no B en nuestra

poblacion.

La vigilancia epidemioldgica de la infeccion pbéH y los eventos de SIDA es una herramienta
indispensable para conocer la magnitud de estamreefiad en nuestro entorno. Para ello es necesario
conocer tanto las caracteristicas demogréaficaspesmmnémicas, culturales, como las caracteristicas
bioquimicas-microbioldgicas del virus infectantelipicas de estos pacientes. Estudios mas espesific
objeto de esta tesis, ha sido caracterizar la p@inlade nuestra area centrdndonos en los pacieotes

subtipo no B, y el impacto que puede esto tenda epidemiologia y la clinica.

Este registro es importante para aclarar la siinalocal dentro del plano regional, nacional y
europeo, debido a las diferencias que puedan eacest no sélo a niveles nacionales sino también
regionales. A nivel europeo, en el reciente estuldid\becasis et al. 2013ntre paises miembros se
encuentra una gran disparidad entre porcentajesitolipos no B. En un extremo se encuentra Portugal
con algo mas del 60% (en su mayoria subtipo C ip¥&RFSs) y en el otro encontrariamos Polonia con
menos del 5% de subtipos no B. Espafia se encuadnmariercer puesto con aproximadamente un 8%
(destacando que el estudio se basa en datos @nigscanalizados en el periodo 2002-2005) y aumienta
en posteriores estudios hasta el 12% (datos coGofdS 2012) en el que CRF02_AG seria el subtipo no

B mas representativo (38%).

Dentro de Espaia, la mayor incidencia de nueva®scale VIH lo encontramos en las
comunidades de Madrid, Baleares, Pais Vasco y@waAndalucia se sitla en un puesto intermedio con
una incidencia menor que el conjunto nacional gErstacan provincias como Malaga, Cadiz, Huelva y
Almeria, que se encuentran en valores similares lgse anteriores comunidades citadas. Mas
concretamente, las tasas mas altas registrada&sponden a los distritos de Malaga con un 5.5Uideg
del Poniente de Almeria con un 4.65 y Granada c&® @asas por mil)Rlan Andaluz frente al VIH/SIDA
y otras ITS 2010-20}5

En Andalucia, los analisis mas recientes se etrarerecogidos, por un lado, en el estudialde
Felipe et al. 2011 donde se resume, en pacientes inmigrantes atendid el area hospitalaria del
Hospital Universitario Virgen del Rocio (Sevilla) el periodo 2000-2010, que la mayoria eran porésdo
del subtipo CRF02_AG. Por otro lado, en una tesisdd se recogen los datos de Andalucia oriental
(Carlos-Chilleron, Granada 20Q7encontramos una prevalencia de subtipos no BBdék (datos de
1999-2006) donde de nuevo el subtipo mas reprasentaa CRF02_AG (33%) seguido de CRF01_AEy
G (13.4% respectivamente). En otra tesis dondesagen los datos del area de Malagara-Navas,
Mélaga 2013 durante el periodo de 2004-2010 la prevalenciautiipos no B ascendia al 16% siendo,
de nuevo, el subtipo CRF02_AG (41.2%) el mas pestal seguidos de CRFO1_AE y F1 (10.4%,

respectivamente).
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En nuestra area de estudio encontramos una pneialde subtipos no B del 8.2%, destacando
que en este escenario el subtipo méas prevalemiesabtipo F1 (28.6%), seguido de CRF02_AG (21.4%),
Al (17.1%) y C (11.4%). Por lo tanto, en nuestea&ncontramos que no existe un subtipo dominante,
existiendo hasta 4 subtipos que se encuentrarr@gando y por primera vez encontramos que no es el
subtipo CRF02_AG el que predomina sobre los degw@sap ocurre en muchas zonas de Espafia. Este
dato viene dado por las caracteristicas de la pdislanmigrante que podemos encontrar en cada ena d
las anteriores zonas de estudio antes citadasdsi@dreth Cadiz y Huelva el 81% de los casos de sisbtip
no B de nuestra area). Estos datos son relevantesamto a la epidemiologia del VIH-1 en Andalucia,

especialmente en la zona occidental, hasta aharasoasos datos.

Un punto a destacar de nuestros resultados, destaipcidn por primera vez en Andalucia de 4
pacientes (Cadiz y Huelva) con subtipo CRF14_BQr&aba de un paciente de origen cubano (infectado
en Cuba) y tres pacientes espafioles (infectaddsspafia). Este subtipo, descrito por primera vez en

Espafa en 200TTiomson et al. 200 sta aumentando su incidencia dentro de nuesiso p

Otros subtipos poco frecuentes en otros entorpesy encontrados y descritos en esta tesis
fueron: CRF03_AB (vardn de origen ruso e infectadoRusia, Valme), CRF06_cpx (varén argelino e
infectado en Argelia, Jerez), CRF09 cpx (varon dee§al, Jerez), CRF11 cpx (mujer de Rumania,
Huelva) y CRF12_BF (vardén de Brasil, Huelva). Lass dsubtipos G descritos correspondian a dos
mujeres de origen nigeriano (Céadiz y Huelva, retdpmente) mientras que el subtipo D era un vaen d

Uganda (Huelva).

Al analizar la poblacion general de nuestro estuiticluyendo los pacientes atendidos en los
Hospitales de Cadiz (H. Puerta del Mar y Jerezg4u(H. Infanta Elena y Juan Ramon Jiménez), Osuna
(H. de la Merced) y Sevilla (H. de Valme) durarnitperiodo comprendido entre 2009-2012, donde se han
estudiado un total de 855 pacientes infectadod/tidrl. La mayoria de ellos eran varones (76.2%hg u
mediana de edad de 41 afios (4-5 afilos mayor qoélEcpn de estudio de Malaga y Andalucia oriental)
La mediana del recuento de linfocitos CD4 fue dé @8lulas/mm Este valor medio de la poblacion es
bastante inferior a la poblacién descrita en otiemas (340 células/min Estos datos revelan un
diagnéstico tardio en muchos de los pacientes dstraucohorte y/o la dificultad de recuperar urehiv
optimo de CD4 entre pacientes tratados. El valblogaritmo medio de la carga viral (4.54) es sanin

las tres areas de Andalucia.

En nuestra area, el 56.1% de la poblacion germmalizada eran pacientes naive, donde
observamos un incremento del 6% entre pacientdsatedos con respecto a datos de 2009 (p=0.203).
Como se comentaba en el apartado de resultadesdesi se puede ver desde dos puntos de vista:
aumento de nuevos pacientes diagnosticados paciafecon VIH, es decir, un aumento del nimero de

nuevas infecciones (segun el boletin de la ECD@ofeaan Centre for Disease Prevention and Control,
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aumentaron en Europa las infecciones por VIH uneB%2012 con respecto a 2011), unido a una mejora
en la eficacia en diagnostico VIH). El aumento ake primoinfecciones a lo largo del periodo de estud
(3.6 %, p=0.127) refuerza el dato de aumento deasumfecciones VIH en nuestra area. Por otro I&do,
disminucion de pacientes tratados o fracasos sdgpegplicar por un aumento de la adherencia de los

nuevos regimenes antivirales, eficacia del tratatojelisminucion de toxicidad, etc.

Si revisamos estos mismos datos entre los pasiesdr subtipos no B de nuestro estudio,
contindan siendo los varones el grupo mayoritari@?q), pero la mediana de edad desciende a los 38
afos, describiendo un grupo mas joven que la pdblacedia. En cuanto al recuento de linfocitos CD4,
es superior al global (309 vs 266) y unos valosalga viral similar. En este grupo el porcentkge

pacientes no tratados asciende al 85.7%.

En este subgrupo si disponemos de mas datos,atlolsdos factores de riesgo, destacando que el
50% de los pacientes infectados eran heterosexfralge a un 27.1% de homosexuales. Otros datos a
destacar son la presencia de coinfecciones, entped destaca la coinfeccion VIH-hepatitis C ebded%
de ellos. Por otro lado, en el momento del estfidioon positivos para citomegalovirus el 21.4% ste®

pacientes.

Entre las nacionalidades de los distintos pacsentsn subtipo no B incluidos, el 54.3% (38
pacientes) tenian nacionalidad espafiola. La disiidh de estos subtipos fue: Al (11 pacientes, 28%)
(10 pacientes, 26%), CRF02_AG (9 pacientes, 24%6 @acientes, 13%) y CRF14_BG (3 pacientes,
8%). Aunque la distribucién de estos subtiposasdibersificado, el subtipo Al es originario deieede
Africa, Rusia y Europa del Este. F1 se originarisSedamérica, mientras que el subtipo C se distibu
por Africa, China y Europa del Este. El subtipo ORFAG es mayoritario de paises de Africa Central y
Este, mientras que el subtipo CRF14_BG se origiramiPortugal, pasaria rapidamente a Espafa primero

y por Europa a continuacion.

Las pautas de tratamiento y protocolo de acciam €stos subtipos en estos pacientes son
equiparables a pacientes con subtipo B donde eldastllAN se impone al de ITINAN, siendo la
combinacion de farmacos de ambas familias la opgmiéferida en estos pacientes. La adherencia es est
pacientes es buena en el 57.1% de los casos, aseque la cuarta parte de estos pacientes halésidali

el inicio del tratamiento en el cierre del analé presente estudio.

5.2. Estudio del recuento de CD4 y logCV de VIH elos pacientes naive incluidos en el estudio.

El objetivo de este subanalisis fue evaluar etigrde supresion inmunolégica (analizando el
recuento de linfocitos CD4 entre nuestros paciemé#ge como indicador del retraso del diagnostieio d

VIH). Nuestros datos indican, que pese a que haglane aumento de pacientes con recuento mayor o
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igual a 500 CD4/mfh(p=0.013) a lo largo del periodo de estudio, rgdh a ser el 26% de los pacientes
naive de nuestro area. Por tanto, el 74% de logengas diagnosticados en 2012 presentaban una

supresiéon inmunoldgica moderada o severa..

Los pacientes diagnosticados tardiamente presemt@yor morbimortalidad, requieren mas
recursos que los que se identifican pronto y cansas episodios de transmision. Como se discute en
Oliva et al, 2014 el porcentaje de pacientes sin informacion s@ipd es mayor en UDI y pacientes
subsaharianos. Estos datos demuestran que seresquiés esfuerzos para adelantar el diagnéstita de

infeccion asi como la prevencién de la infeccion\pibi.

Por otro lado, se analiz6 la carga viral de ladgdes naive en el momento del primer estudio de
resistencias con intencién de comenzar tratamientioretroviral. Observamos un aumento progresivo
(no llegando a ser estadisticamente significatileaquellos pacientes con carga viral mayor a 000.0
copias llegando en 2012 a representar el 40% pediacion diagnosticada. Este valor es importaata p
conocer el porcentaje de pacientes que no podptar,cal menos de inicio, a algunos de los nuevos

tratamientos, como es el caso de Eviplera.

El caso opuesto, aquellos pacientes con carghiMesior a 1000 copias, también ha aumentado
durante el periodo de estudio (p<0.001) lo que ipodkplicarse por el aumento de primoinfecciones
detectadas (etapas tempranas de la infeccion gduevientana), aunque no podemos descartar quatae tr

de pacientes en fase crénica de la infeccion yrabimmune.

5.3. Estudio de las mutaciones asociadas a resigtizna antirretrovirales del VIH. Comparacion en
pacientes naive (resistencias primarias) y paciergeratados durante los afios 2009-2012. Analisis de
efectividad de los ARVs usados segun subtipo infecite. Respuesta viroldgica en subtipos no B de

nuestra area.

El estudio de resistencias primarias entre paesemive es un dato relevante porque con él, en los
Ultimos afios, se esta analizando la transmisiorcegms de VIH con resistencia a alguno de los
antirretrovirales empleados en nuestro entornoiogastudios habrian demostrado que la prevalelecia
mutaciones asociadas a resistencia transmitidast@s eacientes se habria estabilizado e incluso
descendidoYebra et al. 201)0fijandose en Espafia una prevalencia del 10.686nuUgstra area de estudio
hemos encontrado que en 2012 el 8.1% de nuestt@npes naive presentaba alguna resistencia a algun
antirretroviral (1.6% a ITIAN, 4.9% a ITINAN y 2.4%IPs).

Se encontro una tendencia al alza en las resiateaestos farmacos y datos analizados de 2013
(no incluidos en esta tesis) confirmando un aumeleonimero de resistencias primarias a ITIAN e

ITINAN, pero no asi a IPs (posiblemente por el limitado de esta familia), llegando a una prevakenc
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global del 13.1%. Estos datos son similares albsnidos recientemente por Mora-Navas en la reg@on
Malaga y confirman un aumento de resistencias pi@®aen nuestro entorno, al igual que recogen
estudios internacionales recient€éagliardo et al. 2013

En cuanto al andlisis de resistencias y activitiashinuida provocada por mutaciones asociadas a
resistencia entre pacientes tratados de nuestaérestudio, encontramos una disminucién en eermim
de casos desde 2009 hasta 2012. El descenso asttnehte marcado en el caso de las familias de
ITIANS e IPs. Estos datos se producen de formage®raliza en nuestro pais debido, principalmete,

cambio de antiguos antirretrovirales, con una bajaera genética, por algunos con barrera media-alt

No debemos olvidar que actualmente seguimos udantacos con baja barrera en primera linea
como son EFV, 3TC y FTC. Por otro lado, el aumatdgcadherencia al tratamiento, situadas en casi el

100% en algunos casos, ha conseguido minimizgrddcdn de estas mutaciones.

En funcién de los datos obtenidos, parece evidantecesidad de la realizacion de estudios de
resistencia genotipica a pacientes naive acoroke @akos de prevalencia de resistencia primariaéalos
en la region de la retrotranscriptasa) dado qeéelecion de las guias espafiolas en el uso de negénde
inicio incluye ITINANs. En esta familia, las mutaoies que con mayor frecuencia encontramos en auestr
serie son la mutacion K103N vy las sustitucionesaguosicion V179 seguidas a distancia por E138K/Q.
La primera produce resistencia cruzada a NVP y HRigntras que las otras dos comprometen la
sensibilidad de ETV y RPV (aumentando su uso eoatesy primera linea, respectivamente, por su
elevada barrera genética y menos efectos adveEsiss datos son similares a los de cohortes rele®n

recientemente publicadaRdmero et al. 201 Monge et al. 2012

Entre las mutaciones asociadas a resistencidamifia de ITIANs destaca la mutacién M184V,
con una prevalencia cercana al 11% (afecta a ksibskalad de 3TC y FTC), seguida por la mutacion
M41L y las sustituciones en las posiciones T2152¢¥(4%). Todas ellas afectarian a la sensibildad
TDF.

Ninguna de las mutaciones asociadas a resistaeniBis, alcanzan una prevalencia superior al 4%.
Entre las mas frecuentes encontramos M46I/L y L988l ,como las sustituciones en las posiciones 154 y
V82. Ninguna de ellas compromete seriamente lailsbdad de los farmacos de esta familia por lo que

por si solas no representan un riesgo de comprorlaieo de esta familia antirretroviral.

Cuando se analiza la prevalencia de estas mutgciemtire subtipos B y no B encontramos que
existen algunos polimorfismos naturales, como pouese V11L, L24], D30ON y N88S en la region que
codifica la proteasa viral, pero ninguno de ellgmer se” o combinados entre si comprometerian la

actividad de algun farmaco de esta familia entbgigas no B.
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En cuanto a mutaciones relacionadas con la faddlils ITINANS encontramos que la mutacion
K103N era mas frecuente entre los subtipos no Bnulestra serie (p<0.001), mas concretamente
encontrdndose en 4 pacientes con subtipo Al, doerges con subtipo F1 y en los subtipos C,
CRF01_AE y CRF14_BG, en un paciente respectivamé&meeste caso, y dado que no hay descrito que
esta mutacion sea seleccionada positivamente egumonde los subtipos (puros o recombinantes),
concluimos que este resultado viene dado por éhlito nUmero de casos y la adherencia incompleta en
varios de estos pacientes (3 de ellos comenzaronAtapla). Otra mutacién asociada con algunos
subtipos no B, pero que se encuentra en una preNalmferior al 1%, es la mutacién V106M que adect
a la actividad de NVP y EFV. Esta mutacion se etréoen dos pacientes varones espafioles,
homosexuales, naive y con subtipo F1, sin que habiaguna relacion epidemiologica entre ambos. La
mutacion Y181l/C, mutacion frecuente en varios disti previos Mora-Navas, 2013/ Monge et al.

2012, soblo se encontré en un Unico paciente con subitipB (CRF06_cpx).

Entre las mutaciones descritas para la famililoddTIANS, las sustituciones en D67 y V75, asi
como L210W las encontramos con mayor frecuencia esubtipos no B y sus frecuencias se encontraron
al igual que en estudios previos (Wensing et 520En este estudio, M1841/V se asociaba a subfpo
con fracaso virologico (p<0.001), mientras que acigntes con subtipos no B (mayoria pacientes naive
esta mutacion se encontraba en baja frecuenciacigsimente porque provoca una disminucién del
fitness viral y revierte rapidamente. Entre nuesfpacientes no B, se encontrdé esta mutacién en dos
subtipos F1 (uno vardn, espafiol, infectado por deschemoderivados y multifracaso; el otro varon,

rumano, homosexual y naive) y un paciente naivesabtipo CRF06_cpx.

5.4. Mutaciones asociadas a resistencia y/o dismaidn de la actividad del TAR. Comparacion entre
subtipos B y no B de la poblacion de estudio. Anéls de efectividad (definido como CV<50 copias 0
indetectable) de los ARVs usados segun el subtipdectante. Respuesta viroldgica en subtipos no B

de nuestra area.

Este andlisis se realiz6 entre aquellos subtipoksigue se disponia de un mayor nimero de
pacientes que permitieron obtener unos resultadss significativos, como fueron los subtipos Al (12
pacientes), C (8 pacientes), CRF02_AG (15 pacigri#ds(20 pacientes).

Entre los pacientes con subtipo Al, se excluygdqracientes por pérdida de seguimiento (2
espafioles y un boliviano) y un exitus (pacient@®waespafiol y UDVP). Entre los otros 8 pacientes co
datos del seguimiento, el 62.5% (5 pacientes) abvam una CV indetectable, todos con adherencia
completa al tratamiento (3 de ellos con EFV/FTC/TIS otros dos FTC/TDF/LPV/r pasando uno a
monoterapia con LPV/r). Estos pacientes comenzamotmatamiento con un recuento de linfocitos CD4
por encima de 380 células/ml y una carga viral mpesor a 77.000 copias. Entre los pacientes que

fracasaron, hay factores comunes entre ellos, @smoiciar tratamiento con EFV/FTC/TDF (dos dello
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declararon buena adherencia) y en esos momentesna&eon una inmunosupresion severa (recuento

CD4 inferior a 200 células/ml) mientras que doglites tenian una carga viral superior a 100.00@asop

El nimero final limitado en esta serie no perm@alizar un analisis estadistico mas exhaustivo,
por lo que serd necesario realizar mas estudi@s quamprobar si el recuento linfocitario inicial estos
pacientes con subtipo Al es determinante para gaimsana carga viral indetectable cuando se usa
EFV/FTC/TDF como terapia de inicio o, por el coritstaserd necesario iniciar con otra combinacion

terapéutica (véanse tabla 4.9 y figura 4.13, pag 70

Entre los pacientes con subtipo C, seis de lo® gmdcientes tuvieron seguimiento en sus
respectivas consultas. De estos, tres pacientpsndé de pocas determinaciones de carga viral en e
momento del presente analisis y dos de ellos, aslemi@aron por diferir el tratamiento. Dado el |euio
namero de casos con mas de 3 determinaciones dey @4en el momento de estudio, solo podemos
definir el porcentaje de que consiguié una carga idetectable: 12.5% (1 paciente con EFV/FTC/YDF
(véanse tabla 4.10 y figura 4.14, pag 71).

Entre los pacientes con subtipo CRF02_AG (15 pae®, un 93% (14/15) eran pacientes naive,
el 60% con nacionalidad espafiola, 40% de ellos nesljg la mayoria de ellos heterosexuales (73%). Se
incluyeron un total de 8 pacientes en este suldiestyue permiti6 deducir que en pacientes con CV
superiores a 52.000 copias en el momento del infigpla no parece ser la mejor opcidn terapéutica
para estos pacientes al no conseguirse la indbikdtaa del VIH, sin embargo, en aquellos con CV
inferior a 10.000 copias si consiguieron la indetieitidad, al igual que FTC/TDF/RAL usado de inicio
No se encontro relacion con el recuento de CD4l enoenento de inicio del tratamiento (véanse tabla
4.11y figura 4.15, pag 72y 73).

Las caracteristicas de los 20 pacientes con subtlperan: 65% varones, el 50% era poblacion
con nacionalidad no espafiola, con mayoria de rusngnequidad entre pacientes homosexuales y
heterosexuales. El 65% eran pacientes naive enraknto de la peticion de estudio de resistenciamin
en este estudio. A pesar del nUmero de pacier@gzdientes se excluyeron del analisis: 5 pacigube
pérdida de seguimiento, uno por abandono voluntdeotratamiento y 4 pacientes por no iniciar
tratamiento. Con el resto de pacientes (10), rmmnamos diferencias destacables en la CV basal,
recuento CD4, tratamiento de inicio o presenciandéaciones asociadas a resistencia que justifiaran
fracaso viroldgico. Sélo 4 pacientes (20%), consigun la indetectabilidad, cada uno con un tratainie

distinto(véanse tabla 4.12 y figura 4.16, pag 74 y 75).

Resumiendo, sélo el 37% de los pacientes no B wstra serie, con datos suficientes de
seguimiento, consiguieron la indetectabilidad. @stderamos todos los subtipos no B incluidos en el

estudio, este porcentaje de éxito desciende h&s4%. Este dato dista mucho del porcentaje medio
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obtenido en la poblacién VIH atendida, por ejempioel H. de Valme, donde el éxito viroldgico se

encuentra entre el 80-90%.

Necesitamos, por tanto, evaluar como mejorar Esteentaje, primero aumentando el nimero de
pacientes con un seguimiento adecuado y mejoranddHerencia al TAR en este grupo y por ultimo, en
la medida de lo posible, adecuar el tratamienprjai mas adecuado en funcion del subtipo, cangd y

recuento de linfocitos CD4, que en algunos cased@uesultar clave para conseguir la indetectaioilid

5.5. Estudio de polimorfismos en la proteasa y laetrotranscriptasa de subtipos no B.

El analisis de polimorfismos realizado a las secias de estudio entre subtipos no B mostré la
existencia de polimorfismos naturales ya descptesiamente, algunos de los cuales pueden afettar a
sensibilidad de algunos de los TAR usados. Porgernan el subtipo A1 encontramos que la mutacion
V179E se encontraba en la mayoria de las secueartddizadas de este subtipo y que esta recogitia en
Guia RIS 2013 dentro del grupo 1 de mutacionegsistencia que afectan a la sensibilidad a NVP, EFV
y ETR. Teniendo en cuenta que la terapia de inicio maadaisactualmente incluye EFV, debemos
considerar que este polimorfismo afecta a la siidsid de este farmaco. En la proteasa, sin embargo
algunos polimorfismos encontrados (L10V, G16E, K2RR6I, D60E y H69K) so6lo son recogidos en la
guia IAS-USA 2013y afectarian parcialmente a tesi@lidad a ATZ, LPV y TPV.

En subtipos C, se encontraron pocos polimorfispr@sentes en el 100% de las secuencias
estudiadas, como puede ser H69K en la proteasagdéea la sensibilidad a TPV seguitlaia IAS-USA
2013. En la retrotranscriptasa se encontraron T200#2¢5A/Q, pero no asociados a resistencia en

ninguna de las guias estudiadas, aunque cuest®aadsstudios previo¥( et al. 2009 Li et al. 2013.

Los subtipos F1 y CRF02_AG comparten muchos pafistoos en la regién de la proteasa
comunes con Al, que igualmente comprometeriannsilsiédad a ATZ, LPV y TPV, mientras que para
los subtipos CRF14 BG, los polimorfismos registsadélo afectarian a la sensibilidad de atazan&nir.
este Ultimo subtipo, todos estos polimorfismos doelya analizados previamente entre pacientes
diagnosticados en Galici®@é¢rez-Alvarez et al. 20P3in encontrarse evidencias de resistencia. En est
serie incluimos como polimorfismos no descritoeste estudio K20l y V82l (véanse tablas 4.13 a,4.16

paginas 78 a 80).

En esta tesis recogemos aquellos polimorfismasemtes Unicamente entre los subtipos no B de
nuestra area con el fin de ampliar el conocimiante estas mutaciones. Hoy dia la mayoria de ellas
carecen de valor por si mismas en la disminuciésafesibilidad, pero no podemos descartar que el
acumulo de estas mutaciones en estos subtipos pligdinuir progresivamente la sensibilidad de los

ARVs usados, como ocurre con las TAMSs.
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Por otro lado, se analizaron aquellos polimorfismgoe se encontraron en mayor frecuencia entre
subtipos no B en comparacion con los subtipos Bndse ha comentado previamente, algunos de estos
polimorfismos si estan descrito que puedan as@caresistencia en estos subtipos (Guia RIS 2028),
el grado en el que puedan contribuir a originae$astencia a algun ARV sigue sin estar bien d#dinEn
esta misma Guia, en la region de la retrotranss@ptsolo se contemplan V90I, A98S y V179I. Los dos
primeros presentaban una baja frecuencia, mieqt@ad/179l se encontro en el 24% de los subtipd® no
analizados por lo que habria que considerar leepoés de este polimorfismo y el posible descenso de

sensibilidad que pueda provocar.

Otros polimorfismos como Q174K, V177E y T200A seantraban en frecuencias superiores al
70% entre las secuencias analizadas de estosasibfin algunos estudios previd®fez-Alvarez et al.
2003 Doualla-Bell et al. 2004 Li et al. 2013 se cuestiona la posibilidad de que la proximidadstos
polimorfismos a la posicién 184 pueda influir eerto grado a favorecer la seleccién de la mutacién
M184V.

Este estudio cuenta con la limitacidén de la téxdie secuenciacion empleada (15-20%), donde las
mutaciones minoritarias, por debajo de este linteleteccidon, pueden no detectarse. Es por ellosque
necesitarian estudios con técnicas mas sensilde® @ pirosecuenciacion, que permitirdn definin co

mayor precision aquellos polimorfismos y mutacioges se encuentren en menor frecuencia.

5.6. Andlisis de clusters de subtipos no B.

El analisis filogenético de secuencias es unasldérramientas moleculares mas usada hoy dia
por su fiabilidad y cantidad de informacion quepgmeiona acerca de patrones globales y/o regignetes
nuestro caso de la propagacion de la infecciorspbtipos no B de VIH en nuestra area de estudia Pa
este analisis, hemos utilizado las regiones aroptifis del gemol en las muestras de estudio y se
compararon con las secuencias recogidas en ladbadatos de los Alamdbttp://www.hiv.lanl.goy. Los
subtipos que se analizaron fueron, por tener unomaymero de casos bien documentados, de los
subtipos Al, C, CRF02_AG y F1.

El analisis filogenético de secuencias entre pobtiAl de nuestra area (figura 4.18, pag 81)
revel6 la presencia de un cluster formado por Bsld.0 pacientes incluidos. Estos pacientes peariane
las areas sanitarias de Cadiz (3 pacientes), MygzValme (1), siete espafioles y un pacienterigio
boliviano (todos infectados en Espafia). En estugimsteriores al realizado en esta tesis, donde se
incluyeron todos los subtipos agrupados en la lksdos Alamos, se observa que este cluster se

relacionaba estrechamente con las cepas AF484KE7$6475, aisladas originariamente en Uganda y
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Kenia, respectivamente. Estos datos indicarianaso éndice no localizado de origen africano de este

cluster.

En cuanto al subtipo F1 se detectaron dos clugtgesa 4.20, pag 83). Uno de ellos, formado por
cuatro miembros de una familia rumana de Huelva {@wones adultos, una mujer y una nifia de 8 afios).
Este cluster estd estrechamente relacionado cocepa DQ979024, aislada originariamente entre
pacientes de origen rumano en Espafia (ISCIll, Egpdi otro de los clusters analizados, incluys tre
pacientes varones espafioles y homosexuales det@mnéaria de Huelva (2) y Jerez, que se relacion0
estrechamente con la cepa KC113009, aislada origmante de una paciente espafiola en Espafia
(ISCIIl, Madrid). Este analisis indica dos origeukstintos de la infeccién por subtipo F1 en nueatea,
una originada por cepas F1 procedente de Rumamiatrd por cepas F1 circulantes entre pacientes

espafioles originado en Espafia.

En cuanto al resto de subtipos analizados (C, QR&B y CRF14_BG), no se encontré ninguna

relacion a nivel de clusters entre ellos.

5.7. Tropismo viral mediante la secuenciacion de leegién V3 de subtipos no B. Prevalencia de
polimorfismos asociados a disminucién de la actival de maraviroc. Discordancias entre
algoritmos de interpretacion genotipica del tropism de VIH-1 en secuencias con inserciones o

deleciones en la region V3: MARGI-HIV Tropism.

Como ya es conocido, la determinacion del tropisvital, ya sea mediante herramientas
genotipicas o fenotipicas, es el primer paso pam@aer si un paciente puede ser candidato al uso de

maraviroc.

Debemos tener en cuenta las limitaciones querti¢aee técnicas genotipicas, y en concreto la
utilizada para la realizacién de este estudio, eferencia al porcentaje de poblaciones minoritarias
detectadas (puede ser fundamental para la detedeiéapas X4 en bajos nivele§afcia et al. 201l
Knapp et al. 2018 En nuestra serie, sélo el 17% (7 pacientespsipacientes analizados con subtipos no
B presentaron un tropismo X4 o dual mixto. De eléberan pacientes varones naive, y cinco de etkrs
portadores de cepas recombinantes (3 pacientesZRE) 1 paciente CRF06_cpx y un CRF09_cpx).
Segun publicaciones recientes, la tasa de X4 sub#pos CRF02_AG podria estar sobrevalorado cuando
utilizamos herramientas genotipicas como es nuestso, mostrando una vez mas las limitaciones que
presentan las herramientas bioinformaticas utifizagkspecialmente con subtipo no NBulinge et al.
2013.

Si atendemos a la regla 11/25 (esta regla sedmkaobservacion de que aquellos cepas aisladas

que presenten aminoacidos basicos como la arg{®pa@ la lisina (K) en las posiciones 11 y/o 25 se
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asocian con un fenotipo X4-trépico), encontramas: yn lado, el aminoacido R, en la posicién 11, se

encuentra en el 25% de estas secuencias; poradipeél aminoacido K en la posicién 25 lo encontam

en el 44% de las secuencias analizadas. Entrepeshto B no se encontr6 simultdneamente estos dos
aminoacidos en dichas posiciones (si ocurre ennakjsecuencias X4 en subtipos B analizados). En
pacientes naive era ligeramente mayor el porcedt@jg4 en subtipos B con respecto a subtipos no B
(13.8 vs 10%).

Un dato a tener en cuenta a raiz del analisiszaelml, en lo que se refiere a las secuencias
analizadas del subtipo CRF14_BG en nuestra zonguesodas tenian tropismo CCR5, entrando en
discordancia con lo que se ha publicado previaméoibele se describia como mayoritario el tropismo
CXCR4 entre estos subtipdgrez-Alvarez et al. 2014

Si analizamos los polimorfismos descritos previatmesociados a la disminucion de la actividad
de maraviroc, tanto in vitro como in vivo (Seclérak 2010), encontramos que los polimorfismos 13H,
20F, 22A y 25D se dan con mayor frecuencia entoéigas no B de nuestra serie. La asociacién dascrit
de los polimorfismos 18G y 22T, sélo se encontribeesubtipos no B (8.2%). Estos datos confirman la
baja prevalencia de estas mutaciones en nuestraldrestudio y la escasa consecuencia en la dielaglbi

a maraviroc.

De los polimorfismos que se han asociado a fatmdgico a maraviroc (4L, 11R y 19S), sélo se
encontr6 el 19S entre subtipos B con una baja éma (3.9%). Los polimorfismos 21T y 28V,

asociados a resistencia en cepas in vitro, nogearon entre nuestras cepas analizadas.

Dado que el resto de polimorfismos no estan b@mderados y no se ha definido el grado de
resistencia que pueden originar, por si mismascomgLinto de alguna de ellas, los datos recogidasta
tesis pueden ayudar como base de las prevalengasxisten en nuestra area y durante el period®-200

2012, momento en el que el uso de maraviroc comentifizarse cada vez mas entre nuestros pacientes

La interpretacién del tropismo de una cepa VIH dipde una secuencia FASTA obtenida tras su
secuenciacion, continta siendo una tarea complic2dao se recogen en algunas guias o documentos
consenso \(andekerckhove et al. 201&n donde se recomiendan el uso individual o coadn de
herramientas bioinformaticas, con o sin expandsdeuencia, puede suponer una dificultad afiadida a

hora de realizar esta determinacion.

En estudios previos pudimos analizar la concolidaf86%) entre las herramientas mas usadas
para este fin, geno2pheno coreceptor y WebPSSMc@sb el problema que presentaban ambas
aplicaciones cuando existian deleciones o insezsiem la secuencia de estudio (provocaba un descens

de concordancia entre algoritmos 83.9% y 81%, cts@enente) Parra-Sanchez et al. 201L2Este
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problema, sumado a que G2p no permite la expam&dla secuencia de estudio y WebPSSM comete
errores a la hora de expandirlas, condujo a nuestrpo a desarrollar una aplicacion que combinara
ambas herramientas y obtener el resultado combipadambas en un Unico analisis.

Este fue el origen de la aplicacién bioinformat@ARGI-HIV Tropism, y que hoy dia, con mas

de 500 visitas desde 28 paises, continua aumensanoiase de datos para optimizar el analisis.

5.8. Estudio de mutaciones de resistencia a la igt@sa viral de VIH-1 en subtipos no B. Andlisis de

polimorfismos.

Los inhibidores de la integrasa son una de lasagt familias de antiretrovirales incorporados al
arsenal terapéutico contra el VIH con un alto grddaefectividad en el descenso de la carga virdben
pacientes. El problema que presenta esta famili@nsaentra en la rapida seleccion de mutaciones de
resistencia y la resistencia cruzada que presdéogatios farmacos actualmente comercializados (RAL y
EVG). Algunas de estas mutaciones sélo conferimiamajo nivel de resistencia cruzada con el farmaco
de nueva generacién que préoximamente estard calieadio en nuestro pais (dolutegravir, DTG,
Tivicay, ViiV Healthcare) pero habra que prestaa mmayor atencion a la seleccién de mutaciones en la
posicidon Q148 que disminuyen la sensibilidad asestes farmacos simultaneameniéeéplede et al.
2012.

Hasta ahora el uso de inhibidores de la integeaszba bastante limitado, especialmente por su
precio y practicamente eran utilizados en el resdatpacientes con un TAR limitado. La disponibitid
de nuevos farmacos y el abaratamiento de estospu@sto que se vuelva a considerar su uso, ineluso
terapias de inicio, por lo que serd necesariozaalin estudio de resistencias a inhibidores dadgrasa
tanto en pacientes naive (a inhibidores de la fiasaj para conocer la prevalencia de mutaciones
primarias en la integrasa, como en aquellos pasemie cuenten con un inhibidor de la integrasaey q

no hayan conseguido la indetectabilidad.

En esta tesis recogemos la prevalencia de poisnoos encontrados en la region de la integrasa
entre subtipos no B de nuestra area, asi comos#éada resistencia a dichos farmacos en este grupo.

Ambos datos eran desconocidos hasta ahora.

En la serie de datos analizados tuvimos la lindtaga que sélo pudimos amplificar el 59% de las
muestras disponibles y entre ellos todos eran peseaive para integrasa. Entre ellos, encongaimo
pacientes (CRFO1_AE, CRF02_AG y dos F1) con acividisminuida a EVG; y un paciente CRF02_AG
con actividad disminuida a RAL. Todas las cepa$izatas presentaban sensibilidad a DGV. Estos datos
indican que entre subtipos no B de nuestra arddy. &% de ellos presentaban disminucion de laidativ

a algun farmaco de esta familia, principalmenté/& EEste porcentaje es similar a los datos pubtisad
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recientemente en una cohorte de mas de 3000 pexientEEUU con una tasa de resistencia a RAL y/o
EVG de un 15.6%Hurt et al. 2014.

Entre los polimorfismos analizados en la integréisal de subtipos no B, los mas frecuentes
fueron L1011, T112V, G123S, T125A y R127K, dondéosib1011 se asociaba (in vitro) a resistencia a
DTG. Las mutaciones mayoritarias que mas afectaraetividad de RAL y EVG no se encontraron entre
los pacientes analizados, por lo que la prevaledeiaesistencias primarias de estas mutaciones en
subtipos B es inexistente y es consistente consdatientemente publicadoBifonte et al. 2013
Gutiérrez et al. 2013

El resto de polimorfismos tendremos que tenentosuenta como en otras familias y comprobar si
la combinacién de algunos de ellos puede alteragelssibilidad a estos farmacos, aunque estudios
fenotipicos usando RAL y DGV con cepas de paciem@sB indicaron que el alto numero de

polimorfismos encontrados no alteraban la senddillide estos farmacdSharpentier et al. 2003

En estudios posteriores Wéares et al. 2014nalizan la combinacion del polimorfismo M50I en
combinacion con R263K indicando que aumentan elqoe resistencia en esta familia, pero no restaura
la capacidad replicativa del virus. Al igual queeste estudio, nuestra prevalencia del polimorfisfsol

es de 15.2% y se convierte en un polimorfismo kinen los informes de resistencia a la integraisa.

Como en otras familias de farmacos, es necesammcer la prevalencia de los distintos
polimorfismos entre subtipos B y no B circulante® e encuentren en un area de interés debido a la
nueva informacion que puede ofrecer sobre la f@mgue afectarian por si mismos o en combinacion la

actividad de los Inhin actuales y los proximos stiaredisponibles.
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6. Conclusiones.
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6. Conclusiones.

1. El porcentaje de pacientes no tratados ha aachengrogresivamente en el periodo de estudio hasta
alcanzar el 60.5% en 2012. Lo mismo ocurre paexaibnes recientes o primoinfecciones, alcanzando u

6.8% al final del estudio.

2. Existen diferencias entre la poblacion genergdoplacion con subtipos no B de nuestra area: la
poblacion no B es mas joven (3 afios menos), mayiambente naive (85.7%), con un recuento de
linfocitos CD4 superior (309 vs 266) y el factorriesgo mayoritario es la heterosexualidad (50%Mo&

datos pueden ser consecuencia del alto porcemgiadaientes inmigrantes dentro de este grupo.

3. La prevalencia de pacientes infectados con \dbtigo no B de nuestra area de estudio es 8.2%. A
diferencia de otras areas estudiadas en Andalatisibtipo no B mayoritario fue F1 (28.6%) y no
CRF02_AG (21.4%).

4. Hemos detectado por primera vez en Andaluciattaduccién del subtipo CRF14_BG originario de

Portugal.

5. A pesar del aumento del recuento de linfocitbg @n pacientes VIH recién diagnosticados, el 74% d

éstos en 2012 presentaban una supresion inmuraldgiderada o severa.

6. La tasa de resistencias primarias en el ultifimode estudio fue del 8.1%, pero la tasa de resiste en

ITIAN e ITINAN comenzaron a aumentar en 2012 eptieientes naive.

7. Las mutaciones y/o polimorfismos que se asoniahés frecuentemente a subtipos no B no conferian
resistencia por si mismas, salvo si se presentambinacion, que podrian disminuir la sensibilidd
TAR.

8. La combinacion EFV/FTC/TDF puede no ser la addaucon cargas virales altas (superior a 77.000
copias y CD4<340 cel/mm) por disminucién de la @fetad del TAR en pacientes no B con subtipos Al.
Lo mismo ocurriria en pacientes infectados con seg@ subtipo CRF02_AG con cargas virales

superiores a 52.000 copias.
9. Sélo el 24% de los pacientes no B consiguidaamga viral indetectable de VIH (éxito del tratamtge

antirretroviral), dato que dista mucho del % oldengn el area de Valme (80-90%), confirmando gee lo

protocolos establecidos para esta poblacion nefemtivos.
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10. En el andlisis filogenético de subtipos no Bcomtramos un clister formado por 8 pacientes con
subtipo Al que sugiere una via de origen africanloy clisters formados por pacientes con subtipo F1

que indicaban una via de origen rumana y otra e&pan

11. La aplicacion MARGI-HIV Tropism facilita el aligis del tropismo viral y corrige posibles errores

cometidos por otras herramientas bioinformaticas.

12. El 15.1% de los pacientes con subtipo no Bizadds presentaban actividad disminuida a algun
inhibidor de la integrasa, especialmente a elvégr Los polimorfismos con mayor frecuencia en la
region de la integrasa de subtipos no B fueron1L{80%), T112V (40%), G123S (92%), T125A (75%)
y R127K (60%).
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