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RESUMEN

La resistencia a las drogas antirretrovirales resulta de la supresion incompleta de la replicacién del VIH-1. El presente
estudio caracterizé el perfil de resistencia genotipica a los antirretrovirales (ARV) en muestras serolégicas de 127 pacientes
VIH positivos, originarias de los Estados de Amazonas y Pard, Regién Norte de Brasil, en el periodo de 2002 a 2006. Las
muestras fueron sometidas a la prueba de resistencia por el kit ViroSeq™ Genotyping System. Considerando las
informaciones genéticas obtenidas de las regiones de la proteasa y/o transcriptasa inversa del VIH-1, la mutaciéon M184V
(81,1%) fue la més asociada a los inhibidores nucleésidos de la transcriptasa inversa (INTR), en individuos usando ARV en
el Estado de Pard, y la mutaciéon T215F/Y (56,3%) en individuos del Estado de Amazonas. La mutacién K1O3N fue la més
prevalente (33,5%) para los inhibidores no nucleésidos de la transcriptasa inversa (INTR) en ambos Estados. Para el gen de
la proteasa la mutacién minor L63P (65,3%) se presenté como la mds frecuente en ambos Estados. El estudio revelé la
importancia de la identificacién de mutaciones asociadas a la resistencia a las drogas antirretrovirales para el uso racional
en esquemas terapéuticos y sus resultados se mostraron semejantes a los obtenidos en otras regiones de Brasil.
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INTRODUCCION El virus posee distintos mecanismos que le permiten
escapar fanto de la presién del sistema inmunolégico
como de la presién farmacolégica. El surgimiento de las
quasiespecies es favorecido por los siguientes factores:
escasa fidelidad de la transcriptasa reversa (TR) en su
trabajo de replicacion del ARN viral lo que genera una
elevada poblacién de cepas de virus diversificadas — cerca
de 10" y extraordinaria cinética de replicacién viral con
una vida plasmdtica promedio inferior a seis horas™. La
continua produccién de esas variantes proporciona al virus
una gran capacidad de adaptacién al huésped. La
resistencia antirretroviral es un de los motivos primarios
para que la terapia antirretroviral (TARVY) fracase con el uso
prolongado del esquema®’.

La resistencia del virus de la inmunodeficiencia humana
tipo 1 (VIH-1) a los fdrmacos antirretrovirales es
consecuencia de la alta tasa de replicacién y mutacién de
este virus combinada con su capacidad de integracién con
el genoma del huésped. El VIH-1 presenta una notable
diversidad genética con implicaciones en la patogénesis,
desarrollo de vacuna, diagnéstico y susceptibilidad a los

antirretrovirales (ARV)"**.

* Articulo resultado de disertacién presentada al Programa de Posgrado
en Biologia de los Agentes Infecciosos y Parasitarios del Instituto de
Ciencias Biolégicas de la Universidad Federal de Pard, como requisito
para obtener el grado de Magister en Biologia de Agentes Infecciosos y
Parasitarios.

La finalidad de la TARV para individuos con infeccién
por el VIH incluye impedir o retardar la progresiéon de la
inmunodeficiencia; mejorar la sobrevida de los pacientes,
disminuyendo la ocurrencia de infecciones oportunistas; y
mejorar la calidad de vida de los infectados®™ . La
reduccién de la carga viral en sangre periférica y la
reversion de la inmunodeficiencia caracteristica traen
beneficios al paciente, aumentando la supervivencia del
individuo en, al menos, 13 a 14 afos''. El esquema
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terapéutico estd compuesto por una asociacién de drogas
para obtener la disminucién da carga viral plasmdtica vy,
asi, alcanzar niveles virales indetectables en la circulacién
periférica’.

Las cepas resistentes del virus VIH-1 pueden ser
transmitidas entre los individuos. La transmisién de
variantes del VIH-1, con resistencia a los inhibidores de la
TRy la proteasa (PR), ha sido ampliamente caracterizada
en paises desarrollados. Con efecto, los niveles de
transmisién del VIH-1 estudiados en pacientes con
infeccién reciente documentada y con ofros crénicamente
infectados mostraron que de 10 a 20% de los nuevos
pacientes diagnosticados en Europa y EUA corresponde a
infecciones con cepas de VIH-1 resistentes a, al menos,
una drogowa,u,ws,m‘

Algunos autores'”'® estimaron que alrededor de 70%
de los individuos, aunque correctamente tratados,
presentaban una carga viral detectable y tenian resistencia
como minimo, a un medicamento. La transmisién del VIH-
1 resistente a drogas también fue documentada entre
todos los grupos con comportamiento de riesgo .

Se sabe que la supresién de la infeccién por VIH-1 por
las drogas antirretrovirales es notable. Sin embargo, si la
infeccién es ocasionada por un virus resistente, puede
haber una reduccién de la eficacia de los medicamentos
empleados en el régimen de primera linea™.

La transmisién del VIH resistente a los ARV impacta
negativamente en la respuesta terapéutica de individuos
virgenes de tratamiento. Como la estrategia de la terapia y
utilizacién de drogas ARV evoluciond, los estdndares de
mutacién transmitida pueden cambiar. En investigaciones
que abarcaron 40 ciudades de los EUA quedé demostrado
que hubo una alta prevalencia de resistencia a los ARV,
sugiriendo que el genotipado y/o el fenotipado deberia ser
considerado en la investigacién de esos individuos,
especialmente si la terapia incluye un inhibidor no
nucledsido de la TR (IRTNN)?.

En Brasil, la distribucién gratuita y universal de los
medicamentos ARV por el Ministerio de Salud se inicié en
1996 con la introducciéon del esquema TARV, el que
cambié radicalmente la sobrevida de los portadores de
Sida®™?. No obstante, Clavel y Hance™, describieron que,
con el uso en masa de esos medicamentos, hubo un
aumento del riesgo de resistencia a los ARY, surgiendo la
necesidad de adoptar un monitoreo intenso y continuo de
esa resistencia.

El presente estudio evalué el perfil de resistencia en
muestras de sangre de individuos con Sida para mejorar
las estrategias de terapia en pacientes con fracaso en los
regimenes terapéuticos previos en los Estados de Pard y
Amazonas, Regién Norte del Brasil, en el periodo de 2002
a2006.

MATERIALY METODOS

La deteccion de la resistencia primaria y secundaria a
los ARV fue evaluada utilizando la lista propuesta por
Johnson y colaboradores™ para la clasificacion de las
mutaciones. En el presente estudio se observé, durante el
proceso de andlisis realizado en muestras de pacientes
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usuarios de ARV, un largo especiro de codones
mutacionales asociados a la mayor o menor resistencia a

los ARV.
CRITERIO DE INCLUSION

Se emplearon protocolos propios de la Red Nacional
de Laboratorios de Genotipado (Renageno) los cuales
contenian informaciones personales, clinicas, de
laboratorio y epidemiolégicas, para, enseguida, elegir el
grupo considerando los criterios de la red. Los pacientes
estuvieron de acuerdo vy firmaron un documento
conteniendo el término de consentimiento informado, o
consentimiento libre y esclarecido, de la Coordinacién
Nacional de DST y Sida del Ministerio de Salud (CN de
DST/Sida del MS), concordando en tomar parte del estudio
de la Renageno.

DESCRIPCION DE LAS MUESTRAS

Para poder efectuar el estudio se colectaron muestras
de plasma (1 ml) de los individuos que cumplieron con los
criterios de inclusién.

POBLACION ESTUDIADA

Considerando que se trata de un estudio retrospectivo
realizado en el periodo de 2002 a 2006, el material se
procesé adoptando los procedimientos de la Renageno,
utilizando muestras de 127 pacientes, siendo 95 del
Estado de Pard y 32 del Estado de Amazonas.

Las medidas de frecuencia fueron analizadas usando el
Programa BioEstat 5.0%. El andlisis de las variables por la
prueba del chi-cuadrado que presentaron valores de p
menores a 5% (p < 0,05) proporcionaron adherencia a
nivel de significacién estadistico.

RESULTADOS
CARACTERISTICAS DE LA POBLACION ESTUDIADA

El estudio incluyé a 32 (25,2%) pacientes procedentes
de Amazonas, 19 (59,4%) de los cuales pertenecian al
sexo masculino y 95 (74,8%) de Pard, 75 (78,9%) de los
cuales del sexo masculino.

La edad varié de 19 a 72 afios (promedio de 39 afios)
siendo que la mayoria, 84,3% estaba en la franja etaria
entre 20y 49 afos.

Por ocasién del genotipado, 84 (66,1%) individuos de
ambos Estados no presentaban ningin sinftoma o sefial
clinica de Sida. El diagnéstico de la infeccion por el VIH-1
fuerealizadoen 63,8% en el periodo entre 1991y 1999.

La deteccién de carga viral entre 10 mil y 100 mil
copias de ARN/ml. fue positiva en 58,3% de los pacientes,
con mediana de conteo en 39 copias de ARN/ml. El conteo
de linfocitos TCD4 " en 57,5% de los pacientes al momento
de su inclusién en el estudio estaba por debajo de 200
células/mm? (mediana 97 células/mm?).

ANALISIS MOLECULAR

La extraccién de ARN se realizé a partir de 1.000
microlitros (ul) de plasma por el método ViroSeq™ HIV-1
Genotyping System, siguiendo las instrucciones del
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fabricante (Celera Dignostic, 2004). La secuenciacién de
las muestras se hizo empleando un secuenciados
automatizado modelo ABI PRISM® 3100 DNA Analyzer,
(Applied Biosystems, EUA) al cual estaba acoplado el
Software — VIH-1 Genotyping System, versién 2.6, para la
deteccién automdticay andlisis de todas las secuencias.

ANALISIS ESTADISTICO

El perfil de las mutaciones de resistencia asociado al
gen de la TR de todos los individuos con fracaso
terapéutico en el Estado de Pard en las clases de los
inhibidores nucledsidos de la TR (ITRN), no nucleésidos de
la TR (ITRNN) y de los inhibidores de la proteasa (IP), se
puede veren lastablas 1y 2.

Tabla 1 — Mutaciones asociadas a la resistencia a los ARV
en los genes de la TR en muestras colectadas
de 95 pacientes con fracaso terapéutico,
Estado de Pard, 2002-2006

Mutacién ° Mutacién °
ITRN N % ITRNN N %

M184V 77 81,1 K103N 32 33,7
T215F/Y 53 55,8 G190A/S 11 11,6
M41L 38 40 Y181C/I 9 9,5
D67N 29 30,5 L100I 7 7,4
K70R 25 26,3 P225H 7 7,4
L210W 22 23,2 V108l 4 4,2
K219E/Q 20 21,1 Y188L 2 2,1
V118l 20 21,1 V106M 1 1,1
E44A/D 13 13,7

L74Vv 7 7,4

Q151M 6 6,3

V75l 5 53

K65R 2 2,1

Y115F 1 1,1

ins69 1 1,1

Nota: ITRN: inhibidores nucleésidos de la TR; ITRNN: inhibidores no nucleésidos de
la TR.

Tabla 2 — Frecuencia de mutaciones resistentes a los ARV
en el gen de la proteasa de mutaciones menores
o secundarias y de mutaciones mayores o
principales encontradas en muestras colectadas
de 95 pacientes con fracaso terapéutico en el

Estado de Pard, 2002-2006

Mutacién o Mutacién o

IP Secundaria N % IP Principal N %
L63P 62 65,3 M46l1/L 36 37,9
LT1OF/I/R/V 49 51,6 V82A/F/S/T 27 28,4
A71/TN 46 48,4 L90OM 20 21,1
M361/V 39 41,1 D30ON 11 11,6
193L 32 33,7 184V 9 9,5
154L/M/NV 31 32,6 V32l 6 6,3
162V 30 31,6 147V 5 53
V771 27 28,4 I150L 4 4,2
K201/R/M 26 27,4

113V 13 13,7

G73A/C/S/T 10 10,5

1241 10 10,5

N88D 9 9,5

L33F/I 8 8,4

D60E 9 9,5

F53L 6 6,3

K43T 4 4,2

Q58E 4 4,2

E35G 1 1,1

Nota: IP: inhibidores de la PR.

El perfil de las mutaciones de resistencia asociado al
gen de la TR de todos los individuos con fracaso
terapéutico en el Estado de Amazonas en la clase de los
ITRN, ITRNN e IP puede verse en las tablas 3y 4.

Tabla 3 — Mutaciones asociadas a resistencia a los ARV
en los genes de la TR en muestras colectadas
de 32 pacientes con fracaso terapéutico,

Estado de Amazonas, 2005-2006.

Mutacién ° Mutacién o

ITRN N * ITRNN N %
T215F/Y 18 56,3 KT103N 11 34,4
M184V 17 53,1 Y181C 5 15,6
K219E/Q 16 50 L7100l 4 12,5
D67N 15 46,9 G190A/S 4 12,5
K70R 14 43,9 Y188L 2 6,3
M41L 11 34,4 V108l 1 3,1
V118l 11 34,4 V106A 1 3,1
[210W 8 25
E44D 5 15,6
Q151M 5 15,6
V75| 3 9,4
K65R 2 6,3
69ins 2 6,3
L74V 1 3,1

Nota: ITRN: inhibidores nucleésidos de la TR; ITRNN: inhibidores no nucleésidos de
laTR.

Tabla 4 — Frecuencia de mutaciones resistentes a los ARV
en el gen de lo proteasa de mutaciones
secundarias y de mutaciones principales
encontradas en muestras colectadas de 32
pacientes con fracaso terapéutico en el Estado

de Amazonas, 2005-2006

Mutacién IP Mutacién

Secundaria N % IP Principal N %
L63P 25 78,1 V82A/F/S/T 10 31,3
L1OF/I/R/V 16 50 L9OM 8 25
A71/TV 16 50 M461/L 6 18,8
162V 16 50 D30N 5 15,6
193L 15 46,9  G48V 4 12,5
V771 14 43,8 147AN 3 9,4
M36I/L 13 40,6 150L 2 6,3
154L/T/V 9 28,1

113V 8 25

K201/M/R 6 18,8

D60E 5 15,6

N88D 5 15,6

G73S 4 12,5

K43T 2 6,3

241 1 3,1

L33F 1 3,1

Q58E 1 3,1

E35G 1 3,1

F53L 1 3,1

Nota: IP: inhibidores de la proteasa.

Considerando la presencia de mutaciones principales
relacionadas a las tres clases de ARV (Tabla 5), se observé
mayor ocurrencia en la clase de los ITRN (96,9 %), seguida
de IP (62,5%) e ITRNN (56,3%) en Amazonas. En Pard, los
porcentajes observados en las mismas clases fueron: ITRN
(91,6%), IP (61,1%) e ITRNN (50,5%). No se observd
significacién estadistica para los ARV con (p = 0,1188) en
Amazonas, mientras en Pard hubo significacién (p =

0,0017).
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Tabla 5 — Frecuencia de las principales mutaciones segin
las clases de ARV en los pacientes de los
Estados de Amazonasy Pard, 2002-2006

Amazonas Paré
Clases N° de N° de
de  mutaciones % | mutaciones % pI
ARV principaless (valor) principales (valor)
ITRN 31/32 96,9 87/95 91,6
ITRNN 18/32 56,3 0,1188  48/95 50,5 0,0017
P 20/32 62,5 58/95 61,1

Nota: ITRN: inhibidores nucleésidos de la TR; ITRNN: inhibidores no nucleésidos de
la TR; IP: inhibidores de la proteasa.

Se infiri6 el nivel de resistencia y de sensibilidad del VIH-1
de las muestras de Pard a los medicamentos con meta en el
gen de la TR (Tabla 6). En orden decreciente, relacionamos
los farmacos mds comprometidos para utilizar en un

préximo esquema por los pacientes de este andlisis:
(Lamivudina, Zidovudina, Zidovudina+Lamivuding,
Didanosina (en la clase de los ITRN) y Efavirenz y Nevirapina
(en la clase de los ITRNN). Se observé significacion
estadistica para la resistencia (*R), resistencia intermedia
(**RI) y (***S) sensible S con p (valor) 0,0001 en Pard por la
prueba de chi-cuadrado de adherencia con nivel de
significacion 5% (0,05).

Se hizo la misma evaluacién (Tabla 6) con los
medicamentos utilizados en el gen de la PR y observamos los
siguientes fdrmacos mds comprometidos: Nelfinavir,
Saquinavir, Indinavir, Ritonavir, Fosamprenavir e
Indinavir/Ritonavir. Se observé elevada significaciéon
estadistica para la *Ry ***S con p (valor) 0,0001 en el Estado
de Pard por la prueba de chi-cuadrado de adherencia, pero
no fue significante para la variable **RI (p = 0,092).

Tabla 6 — Nivel de resistencia y sensibilidad a los ARV en los genes de la TRy la proteasa en 95
muestras de pacientes del Estado de Parg 2002-2006

Gen de la TR
R e *Hxg

ARV muestra % b muestra % b muestra % P

n° abs (valor) n° abs (valor) n° abs (valor)
ABC 42 44,2 42 44,2 11 11,6
ddl 51 53,7 34 35,8 10 10,5
37C 79 83,2 1 1,1 15 15,8
d4T 37 38,9 26 27,4 32 33,7
TDF 31 32,6 0,0001 6 6,3 0,0001 58 61,1 0,0001
TDF+3TC 7 7.4 26 27,4 62 65,3
AZT 58 61,1 14 14,7 23 24,2
AZT+3TC 51 53,7 10 10,5 34 35,8
EFV 52 54,7 - - 43 45,3
NVP 52 54,7 - - 43 45,3

Gen de la proteasa
R e —

ARV muestra % (vorl)or) muestra % (voFl)or) muestra % (volTor)

n° abs n° abs n° abs
FPV 50 52,6 11 11,6  0,0924 34 35,8  0,0001
IDV 55 57,9 0,0001 13 13,7 - 27 28,4
LPV 27 28,4 10 10,5 58 61,1
NFV 63 66,3 10 10,5 22 23,2
RTV 50 52,6 11 11,6 34 35,8
SQV 57 60 7 7,4 31 32,6
ATV 47 49,5 6 6,3 42 44,2
FPV/r 35 36,6 6 6,3 54 56,8
SQV/r 36 37,9 9 9,5 50 52,6
IDV/r 49 51,6 5 5,3 - 41 43,2
ATV/r 21 22,1 19 20 55 57,9

Nota: *R: resistente; **RI: resistencia intermedia; ***S: sensibilidad; Sefial convencional utilizada: — Dato numérico igual a cero no resultante

de redondeo.

Leyenda: ABC (Abacavir); ddI (Didanosina); 3TC (Lamivudina); d4T (Estavudina); TDF (Tenofovir); TDF+3TC (Tenofovir 4+ Lamivudina); AZT
(Zidovudina); AZT+3TC (Zidovudina +Lamivudina); EFV(Efavirenz); NVP (Nevirapina); FPV (Fosamprenavir); IDV (Indinavir);LPV (Lopinavir);
NFV (Nelfinavir); RTV Ritonavir); SQV (Saquinavir); ATV (Atazanavir); FPV/r (Fosamprenavir/Ritonavir); SQV/r (Squinavir/Ritonavir); IDV/r

(Indinavir/Ritonavir); ATV/r (Atazanavir/Ritonavir).
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Se infirié el nivel de resistencia y sensibilidad del VIH-1
de las muestras del Estado de Amazonas a los
medicamentos con meta en el gen de la TR (Tabla 7). En
orden decreciente, relacionamos los fdrmacos mads
comprometidos a utilizar en un préximo esquema por los
pacientes de este andlisis: Zidovudina,
Zidovudina+Lamivudina, Lamivudina, Estavuding,
Didanosina y Abacavir en la clase de los ITRN y Nevirapina
y Efavirenz en la clase de los ITRNN. Se observé
significacién estadistica para la Rly S conp = 0, 0042y p
= 0, 0001 respectivamente en Amazonas por la prueba
chi-cuadrado de adherencia a nivel de significacion 5% (p

< 0,05). No hubo significacién para la variable R (p = 0,
2029).

Lo mismo sucede (Tabla 7) con los medicamentos
utilizados en el gen de la proteasa. Observamos los
siguientes farmacos mds comprometidos en el Estado de
Amazonas: Nelfinavir, Saquinavir, Indinavir, Ritonavir,
Fosamprenavir e Indinavir/Ritonavir. Se observé
significacién estadistica para la R p = 0,0231 en
Amazonas por la prueba chi-cuadrado de adherencia a
nivel de significacion 5% (0,05), no siendo significante
para las variables Rl y S p = 0,0521 y p = 0,100
respectivamente.

Tabla 7 — Nivel de resistencia y sensibilidad a los ARV en los genes de la TR y de la proteasa en 32
muestras de pacientes del Estado de Amazonas, 2005-2006

Gen de la TR
*R xR *HxG
ARV muestra % b muestra % b muestra % b

n° abs (valor) n° abs (valor) n° abs (valor)
ABC 18 56,3 12 37,5 2 6,3
ddl 21 65,6 10 31,3 1 3,1
3TC 24 75 3 9,4 5 15,6
d4T 23 71,9 3 9,4 6 18,8
TDF 15 46,9 - - 17 53,1
TDF+3TC 8 25 0,202 7 21,9 0,004 17 53,1 0,001
AZT 25 78,1 3 9,4 4 12,5
AZT+3TC 24 75 6 6,3 6 18,8
EFV 19 59,4 - - 13 40,6
NVP 20 62,5 - - 12 37,5

Gen de la proteasa
*R #*R| HHxG
ARV muestra % b muestra % P muestra % P

n° abs (valor) n° abs (valor) 1© abs (valor)
FPV 13 40,6 6 18,8 13 40,2
IDV 19 59,4 5 15,6 8 25
LPV 4 12,5 7 21,9 21 65,6
NFV 23 71,9 2 6,3 7 21,9
RTV 20 62,5 2 6,3 10 31,3
SQV 18 56,3 0,0231 4 12,5 0,0521 10 31,3 0,100
ATV 15 46,9 4 12,5 13 40,6
FPV/r 10 31,3 2 6,3 20 62,5
SQV/r 15 46,9 2 6,3 15 46,9
IDV/r 18 56,3 2 6,3 12 37,5
ATV/r 9 28,1 6 18,8 17 53,1

Nota: *R: resistente; **RI: resistencia intermedia; ***S: sensibilidad.

Leyenda: ABC (Abacavir); dd! (didanosina); 3TC (Lamivudina); d4T (Estavudina); TDF (Tenofovir); TDF+3TC (Tenofovir+Lamivudina); AZT
(Zidovudina); AZT+3TC (Zidovudina+Lamivudina); EFV (Efavirenz); NVP (Nevirapina) FPV (Fosamprenavir); IDV (Indinavir);LPV (Lopinavir);
NFV (Nelfinavir); RTV (Ritonavir); SQV (Saquinavir); ATV (Atazanavir); FPV/r (Fosamprenavir/Ritonavir); SQV/r (Squinavir/Ritonavir); IDV/r

(Indinavir/Ritonavir); ATV/r (Atazanavir/Ritonavir).

DISCUSION

La mutacién encontrada con mds frecuencia en el
Estado de Pard, involucrando a los ITRN, fue la M184V,
seguida de los codones 215, 41, 67,70,210y 219, perfil
este presentado por el VIH-1. Por ofro lado, la mutacién
mds frecuente en los pacientes del Estado de Amazonas fue
la T215F/Y. En orden decreciente, los otros codones
encontrados fueron los siguientes: 184, 70,219, 67,41y
210. El estdndar de mutaciones observado en el Estado de
Pard recuerda al encontrado en el Sudeste y el Nordeste
brasilefios””, mientras que el encontrado en el Estado de
Amazonas fue similar al observado en Chile”, lo que

sugiere que el origen de las cepas entre esos dos Estados
amazdnicos sea, probablemente, distinto.

El discreto aumento de la prevalencia en el codén 215,
observado en las muestras del Estado de Amazonas,
comparado al codén 184, antes observado, se debid,
posiblemente, al hecho de que el esténdar de la mutacién
sola M184V fue hallado en muestras de apenas dos de los
32 pacientes del Estado de Amazonas. Medeiros vy
colaboradores30 observaron que pacientes de la Regién
Nordeste de Brasil, presentaron un aumento significativo
de mutaciones TAM, cuando comparados a grupos de
pacientes enfrentando fracaso terapéutico primario y
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secundario con aquellos pacientes con fracasos
terapéuticos multiples y, asociaron ese hecho al mayor
numero de terapias empleadas en estos Gltimos pacientes
ocasionando, como consecuencia, el aumento de las
referidas mutaciones.

AUn en la clase de los ITRN, en otro estudio se identificd
que, més de un quinto de las muestras de pacientes del
Estado de Pard presentaba la frecuencia de cuatro
mutaciones en las posiciones 184, 41, 210 y 215,
mientras que en el Estado de Amazonas la frecuencia de
esos codones fue menor. El esténdar de mutacién de esos
codones en los dos Estados de la Regién Norte brasilefa
recuerda lo que fue anteriormente observado en pacientes
del Estado de Rio de Janeiro™.

Ademds de las mutaciones mencionadas para la clase
de los ITRN, también fueron observadas otras mutaciones
importantes, aunque en menor proporcién, en los codones
74,151,75, 115, 65, e ins69, en el Estado de Pard. Las
muestras del Estado de Amazonas presentaron resistencia
para los mismos codones con excepcién del 115, presente
solamente en las muestras del Estado de Pard, lo que esté
de acuerdo con la literatura para otras regiones de Brasil*®.

En este estudio se detecté la presencia de mutacién
principal para los ITRN en 96,9% de las muestras virales
del Estado de Amazonas y en 91,6% de los VIH-1
procedentes de muestras del Estado de Pard. Aunque
menos potente contra el VIH que los ITRNN y los IP, los ITRN
tienen un papel central en la TARV y permanecen como
parte del tratamiento esténdar actual® .

Por otro lado, el VIH-1 de las muestras del Estado de
Amazonas mostré un nivel de resistencia superior a 50% a
los siguientes ARV: Zidovudina, Zidovudina+Lamivuding,
Lamivudina, Didanosina y Abacavir, y el VIH-1 de las
muestras del Estado de Pard presentaba el mismo nivel de
resistencia a los farmacos Lamivudina, Zidovuding,
Zidovudina+Llamivudina y Didanosina. La mayor
sensibilidad fue al medicamento Tenofovir — superior a
50%, en ambos Estados. Estos datos son similares también
a los descritos para VIH-1 en pacientes procedentes del
Nordeste de Brasil™.

En este estudio se detectd la mutacién KTO3N en la clase
ITRNN como la més prevalente en las muestras de los
pacientes de los dos Estados y los valores hallados son
.. .127,28
similares a los de otros relatos en Brasil” ™. Es de destacar que
esa mutacién ocurrié en més de 50% de los pacientes que
desarrollaron fallo virolégico con el uso de Efavirenz,
reduciendo su susceptibilidad en aproximadamente 25 veces™.

En el presente estudio detectamos la presencia de
mutacién principal para los ITRNN en 56,3% de las
muestras del Estado de Amazonas y en 50,5% de las
muestras de Pard, reflejandose en el nivel de resistencia del
VIH-1 en 59,4% muestras de Amazonas y 57,4% del
Estado de Pard, tanto al Efavirenz como a la Neviraping,
las Unicas drogas pertenecientes a esa clase de ARV
evaluadas. Cualquier tipo de mutacién detectada en ese
grupo de drogas, ocasiona significativa resistencia
cruzada a todas las drogas, por tratarse de medicamentos
que presentan una baja barrera genética® Ese hecho
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también fue observado anteriormente en diversos otros
. . ~ 27,28
estudios brasilefios™ .

Entre los IP la barrera genética para resistencia es
generalmente mayor. Podemos citar, como ejemplo, el
régimen ARV conteniendo Ritonavir, que requiere mdltiples
mutaciones que varian entre los IP y su grado de resistencia
depende tanto del nimero como del tipo de mutacién
presen’re“’35

Las mutaciones secundarias (minor) normalmente
emergen antes de las principales (major), y por si mismas
no presentan un efecto significativo en el fenotipo™. En
algunos casos, su efecto puede ser para compensar el
fitness replicativo del virus conteniendo mutaciones
principalesy en otros que contribuyen a la resistencia®*.

En el presente estudio, mutaciones especificas
asociadas a resistencia a los IP se hallaron en muestras de
pacientes con fallo para eses inhibidores. La mutacién
secundaria L63P fue hallada con mds frecuencia en las
muestras del Estado de Amazonas - 78,1%, para 65,1% en
el Estado de Pard. En seguida, los codones secundarios
mds encontrados en las muestras de los dos Estados fueron
10y 71, lo que estd de acuerdo a los resultados obtenidos
en el estudio realizado por Couto-Fernandez vy
colaboradores™.

CONCLUSIONES

La mutacién mds frecuente en la clase de los ITRN fue
M184V para las muestras del Estado de Pard mientras que
para las del Estado de Amazonas fue T215F/Y. La
mutacién mds frecuente para las muestras de los Estados
de Amazonasy Paré fue K103N, en la clase de los ITRNN, y,
entre los IP, la mutacién L63P para ambos Estados. En la
clase de los ITRN, se encontré un porcentaje significativo
de muestras de pacientes del Estado de Pard presentando
cuatro mutaciones en las posiciones 184, 41,210y 215,
siendo que esa frecuencia era un poco menor en las
muestras del Estado de Amazonas. El VIH-1 se mostré mas
resistente a los ARV de la clase de los ITRN, seguido de la
close de los IP y, posteriormente, a los ITRNN para las
muestras de ambos Estados. Se infirié el nivel de resistencia
del VIH-1 a los ARV en el gen de la TR y las muestras
analizadas del Estado de Amazonas presentaron
resistencia superior a 50% para ocho drogas, siendo
sensibles a solamente dos. En el gen de la proteasa, se
presentaron resistentes a cinco y sensibles a tres de las
drogas evaluadas. Se infiri6 el nivel de resistencia del VIH-1
a los ARV en el gen de la TR y las muestras analizadas del
Estado de Pard presentaron resistencia superior a 50%
para seis drogas y sensibles a dos. En el gen de la proteasa,
se mostraron resistentes a seis y sensibles a cuatro. Las
muestras del Estado de Amazonas sugieren mayor
resistencia a todas las clases de ARV analizados en
comparacién con las muestras del Estado de Pard.
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Genotipagem da resisténcia genotipica secunddria aos antirretrovirais em pacientes
com aids nos Estados do Pard e Amazonas, Brasil: 2002 a 2006

RESUMO

A resisténcia das drogas antirretrovirais resulta da incompleta supressdo da replicacdo do HIV-1. O presente estudo
caracterizou o perfil de resisténcia genotipica aos antirretrovirais (ARV) em amostras sorolégicas de 127 pacientes HIV
positivos, origindrias dos Estados do Amazonas e Pard, Regido Norte do Brasil, no perfodo de 2002 a 2006. As amostras
foram submetidas ao teste de resisténcia pelo kit ViroSeq™ Genotyping System. Considerando as informacées genéticas
obtidas das regides da protease e/ou transcriptase reversa do HIV-1, a mutacdo M184V (81,1%) foi a mais associada aos
inibidores nucleosidicos da transcriptase reversa (ITRN), em individuos usando ARV no Estado do Pard, e a mutagdo
T215F/Y (56,3%) em individuos do Estado do Amazonas. A mutacdo K103N foi a mais prevalente (33,5%) para os
inibidores n&o nucleosidicos da transcriptase reversa (ITRNN) em ambos os Estados. Para o gene da protease a mutagéo
minor L63P (65,3%) apresentou-se como a mais frequente em ambos os Estados. O estudo revelou a importancia da
identificago de mutagdes associadas & resisténcia as drogas antirretrovirais para o uso racional em esquemas
terapéuticos e seus resultados apresentaram-se semelhantes aos obtidos em outras regides do Brasil.

Palavras-chave: Terapia Antirretroviral; HIV-1; Mutacdo; Genotipagem.

Profile of secondary genotypic resistance to antiretroviral drugs in aids patients in the
States of Paréd and Amazonas, Brazil: 2002 to 2006

ABSTRACT

Resistance to antiretroviral drugs results from the incomplete suppression of HIV-1 replication. The present study
characterized the profile of genotypic resistance to antiretroviral drugs (ARVs) in serum samples from 127 HIV-positive
patients from the States of Amazonas and Pard, in Northern Brazil, from 2002 to 2006. The samples were tested for
resistance using the ViroSeq™ Genotyping System kit. Based on the genetic information obtained from the HIV-1 protease
(PR) and/or reverse transcriptase (RT) genes, the M184V mutation (81.1%) was the most frequently associated with
resistance to nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTIs) in individuals using ARVs in Pard, while the T215F/Y
mutation (56.3%) was the most frequently associated with resistance in individuals from Amazonas. The K103N mutation
was the most prevalent (33.5%) resistance mutation to non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NNRTIs) in both
states. Forthe PR gene, the minor mutation L63P (65.3%) was the most frequent in both states. The present study showed the
importance of identifying mutations associated with resistance to ARVs to the rational selection of therapeutic schemes.
Additionally, the results found in Paré and Amazonas were found to be similar to those of other areas in Brazil.

Keywords: Terapia Anti-Retroviral; VIH-1; Mutation; Genotyping.
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