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LISTADO DE ABREVIATURAS

3TC Lamivudina

ABC Abacavir

ADN Acido desoxirribonucleico
APV Amprenavir

ARN Antirretrovirales

ATV Atazanavir

AZT Zidovudina

BIC Bictegravir

Cl Concentracion inhibitoria
CMSP Células mononnucleares de sangre periférica
CR Capacidad replicativa

Ccv Carga viral

daT Estavudina

DBS Sangre seca en papel de filtro
ddi Didanosina

DLV Delavirdina

DOR Doravirina

DRV Darunavir

DTG Dolutegravir

EFV Efavirenz

ER Estudio de resistencias
ETR Etravirina

EVG Elvitegravir

FTC Emtricitabina

IF Inhibidores de fusion

INI Inhibidores de integrasa
IP Inhibidores de la proteasa
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ITIAN
ITINAN
LCR
LPV
MR
NVP
NGS
RAL
RPV
SIDA
SNC
TAF
TAMs

TAR
TDR
TDF
TPV
TI
VIH-2

Inhibidor de la transcriptasa inversa analogo de nucleésidos o nucle6tidos
Inhibidor transcriptasa inversa, no analagos de nucledsidos

Liquido cefalorraquideo

Lopinavir

Mutaciones de resistencia

Nevirapina

Secuenciacion masiva-Next generation sequencing

Raltegravir

Ripivirina

Sindrome de la Inmunodeficiencia Humana Adquirida

Sistema nervioso central

Tenofovir alafenamida

Mutaciones asociadas a ITIAN timidinicos con resistencia a los analogos
de la timidina

Tratamiento antirretrovir al

Transmision de variantes resistentes

Tenofovir (disoproxil fumarato)

Tipranavir

Transcriptasa Inversa

Virus de la Inmunodeficiencia Humana tipo 2
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1. INTRODUCCION

Eva Poveda y José Luis Blanco

Los estudios de resistencias a los farmacos empleados en el tratamiento de la infeccién
por VIH son una herramienta fundamental para la correcta monitorizacion y seguimiento
de los pacientes con esta infeccion. Sin embargo, las recomendaciones para su uso
en la practica clinica se han ido modificando y actualizando en funcion de los diferentes
escenarios en cuanto a la prevalencia de mutaciones de resistencias, farmacos en uso,
descripcion de nuevas mutaciones y las metodologias disponibles. Desde el Grupo de
Educacién en SIDA (GeSIDA) de la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica (SEIMC) se presenta el Documento sobre la Utilidad Clinica de las
Resistencias a Antirretrovirales que revisa los principales aspectos y recomendaciones
a tener en cuenta para el uso de los estudios de resistencia en la practica clinica actual.

El documento incluye 9 capitulos redactados por expertos nacionales en el estudio
y manejo clinico de las resistencias a los antiretrovirales en los que se actualizan los
aspectos mas relevantes sobre la utilidad de los estudios de resistencias. Los capitulos
describen de forma muy practica las principales consideraciones a tener en cuenta
en el contexto actual de la infeccién por VIH y nuestro entorno respecto a la situacion
epidemioldgica sobre las resistencias, las recomendaciones nacionales para el tratamiento
de la infeccion por VIH, la interpretacién de las mutaciones a las diferentes familias de
farmacos, las metodolégicas disponibles y sus limitaciones técnicas. Cada capitulo se
acompafna de la bibliografia mas relevante al respecto que permitira profundizar y ampliar
la informacidn en caso necesario. Con todo ello, este documento pretende ser una guia
practica y actualizada para la realizacion de los estudios de resistencias en la practica
clinica teniendo en cuenta los ultimos datos disponibles en este campo y la experiencia
de los grandes profesionales en el tema.
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2. SITUACION EPIDEMIOLOGICA DE LAS
RESISTENCIAS A LOS ANTIRRETROVIRALES

Marta Alvarez y Carmen de Mendoza

La prevalencia de mutaciones de resistencia a los antiretrovirales actualmente
recomendados para el tratamiento de la infeccion por VIH se mantiene a niveles muy
bajos en nuestro entorno. Esta situacion se debe fundamentalmente a que mas del 90%
de los pacientes en estan con viremia suprimida, gracias a la disponibilidad de regimenes
de tratamiento mas potentes, sencillos y con mayor barrera a las resistencias.

La Cohorte Espafnola de pacientes naive CoRIS evalla periédicamente la transmision de
variantes resistentes (TDR) en nuestro pais. En el Ultimo andlisis realizado para el periodo
comprendido entre 2007 y 2017 el porcentaje global de mutaciones de resistencias fue del
7,8% (95% ClI, 7,1%-8,5%) 1. Otras cohortes europeas (SPREAD, EuroCoord/
CHAIN y HIV-CASUAL)?* han reportado resultados similares®®.

Por familias de farmacos, las resistencias basales a ITIAN e ITINAN son las mas altas
(3-4%) mientras que para IPs se mantienen entre un 1y 2%. En la se recogen
los cambios mas frecuentemente observados en la cohorte espafola de pacientes naive
de la Red de SIDA (CoRIS)' y en la cohorte europea (SPREAD)?. En cuanto a los INI, la
prevalencia se sitia en un 0,1% y en general la transmision de virus resistentes a esta
familia continua siendo excepcional habiéndose comunicado Unicamente casos aislados.
Un estudio reciente de la cohorte Suiza justifica esta bajisima prevalencia de resistencias
a los INI por la minima carga viral poblacional circulante con resistencias a éstos’.

En pacientes en situacion de fracaso virologico en tratamiento antirretroviral debemos de
tener en cuenta algunos aspectos relevantes ademas de los previamente comentados,
que han modificado drasticamente la prevalencia de las resistencias en la infeccion por
VIH en los ultimos afos:

1. Identificar el fracaso de forma precoz.

2. Disponer de un mayor arsenal terapéutico que facilita un diseno éptimo de terapias
de rescate.

3. Combinaciones de tratamiento en una sola pastilla, una vez al dia.
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Enla se recogen las caracteristicas de las resistencias a algunas combinaciones
terapéuticas en la que destacamos las siguientes conclusiones®13:

- La aparicion de mutaciones de resistencia en pacientes que fracasan a primera
linea de tratamiento con esquemas a INI es muy baja (<2%).

- De los 3 inhibidores de la integrasa aprobados, RAL y EVG presentan una menor
barrera a las resistencias y tienen un alto nivel de resistencias cruzadas.

- Dolutegravir presenta una barrera a las resistencias superior al resto de los INI,
aunque su perfil de resistencias no esta aun perfectamente definido.

- El uso de terapias de mantenimiento/simplificacibn basadas en monoterapia con
DTG se ha asociado con un mayor fracaso virologico con el consiguiente riesgo de
aparicion de mutaciones de resistencia y limitando el éxito de futuras terapias.
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Tabla 1. Prevalencia de mutaciones de resistencias a los antiretrovirales en
pacientes VIH+ naive a ART

Periodo de

Cohorte . Prevalencia de TDR (%)
estudio
ITIAN | ITINAN n Total
CoRIS! Espana 2007-2017 5.484 38! 3,9 1,8 7,8
SPREAD? Europa 2008-2010 4.140 45 2,9 2,0 8,3
Mundial
Africa subsahariana 0 1,4 0 2.8
Sur-sureste asiatico 1,0 0,8 0,5 2,9
Paises asiaticos 2000-2013 50.870 3,5 1,1 1,6 5,6
Meta-analisis®
(287 estudios) Latinoamerica/ 4,0 2,8 1,4 7,6
Caribe
Europa 5,6 3,4 1,5 9,4
Norteamérica 5,8 4,5 3,0 11,5
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Tabla 2. Prevalencia de las principales mutaciones de resistencias transmitidas en
CoRIS' y Spread?

M41L 0,9 1,7
D67EGN 0,7 0,6
M184IV 0,6 0,2
L210W 0,3 0,4
T215rev 1,2 2,5
K219EQNR 1,0 0,5
K101EP 0,4 0,3
K103NS 2,9 2
Y181CIV 0,4 0,7
G190AES 0,5 0,5
.
M46IL 0,8 0,5
V82AFTMSLC 0,2 0,2
L9OM 0,3 0,5
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Tabla 3. Caracteristicas del perfil de resistencias en pacientes en fracaso a
diferentes combinaciones terapéuticas. (Se recogen unicamente algunos estudios
en los que se ha observado el desarrollo de mutaciones de resistencia tras fracaso
terapéutico)

Estudio . Fracasos/ . :
- e Tratamiento Resistencias emergentes (%)
(ano publicacion) Total (%)

o mae muee ewen
Primera linea de tratamiento

Margot (2018)7 E/C/F/TAF 58/1733 1,4 M184V (1,2) 5 - 66A(0,1)
E/C/F/TDF (3,3) K65R (0,3) 92 (0,4)
148 (0,2)
155 (0,3)
BENCHMRK RAL/2 INTIAN 166/462 - - - - 43C/H/R (4)
studies (2013)? (36) 148H/L/R
(7,6)
155H (8,4)
NEATO0O01 DRV/r /RAL 61/401 4,4 - - L76V 155H (3,2)
(2016)° (15,2) (0.2) 143C (0,2)
214Y (0,2)
148 (0,2)
DOLAM study DTG 2/31 6,4 - - - 138K (3,2)
(2018)™ monotherapy (6,4) 140S (3,2)
147G (3,2)
148R (3,2)
155H (6,4)
SWORD study DTG/RPV 3/513 0,2 - 101K/N (0,2)
(2018) (0,6)
LATTE-2 Cabotegravir/ 3/286 1 - 103N (0,3) 148R (0,3)
(2017)2 RPV (1) 138G (0,3) 269R/G (0,3)
238T (0,3)

16 Documento sobre la Utilidad Clinica de las Resistencias a Antirretrovirales (Julio 2018) @ SIDA



3. RECOMENDACIONES SOBRE CUANDO
HACER UNA PRUEBA DE RESISTENCIAS Y
LOS ASPECTOS QUE HAY QUE CONSIDERAR

José Luis Casado y Federico Pulido

Los estudios de resistencia (ER) a los antirretrovirales son una de las principales
herramientas de las que dispone el clinico para optimizar el tratamiento antirretroviral’,
pero como toda prueba de laboratorio es imprescindible conocer sus indicaciones, su
interpretacion y sus limitaciones.

3.1. ASPECTOS A CONSIDERAR PARA INDICAR UN ESTUDIO DE
RESISTENCIAS

Prevalencia de resistencias a los distintos antirretrovirales en nuestro medio

La prevalencia de mutaciones de resistencia transmitidas en poblaciones mayoritarias
ha ido disminuyendo de forma paulatina en los ultimos afos en lo que se refiere a los
ITIAN y a los IP, frente a los ITINAN en los que ha aumentado discretamente?. En cuanto
a los inhibidores de integrasa (INI), los datos de prevalencia de resistencias primarias en
mutaciones relevantes es muy baja en el momento actual®.

Coste-eficacia de los test de resistencias

Conocer las resistencias basales es coste-eficaz si la prevalencia de resistencia en la
poblacion en estudio es superior al 5%, o incluso en cifras menores en caso de alto
riesgo de fracaso?®, aunque un reciente estudio no lo considera coste eficaz con el uso de
farmacos con alta barrera a laresistencia4. En Espafa, la tasa de resistencias transmitidas

actual esta en torno al 7%?: 6% para los ITINAN, 2-3% para los IP y 1-2% para los ITIAN.

3.2. LIMITACIONES TECNICAS: CARGA VIRAL MINIMA Y
ESPECIES MINORITARIAS

Carga viral minima

Los ER utilizados en la clinica requieren un umbral de carga viral minimo para garantizar
la obtencién de resultados. Aunque en los laboratorios con experiencia se consigue
amplificar y secuenciar muestras por encima de 200 copias/mL®, la mayoria de los
ensayos clinicos han adoptado un punto de corte de 400 copias/mL para realizar ER
en caso de fracaso, con la suficiente reproducibilidad y menor variabilidad técnica. Sin
embargo, actualmente con frecuencia los fracasos virologicos muestran valores de carga
viral entre 50-400 copias/mL, es decir, en estos casos tendremos que valorar si esperar,
con la posible evolucién a mayor fracaso y resistencias®’, o cambiar sin estar guiados por
ER.

Documento sobre la Utilidad Clinica de las Resistencias a Antirretrovirales (Julio 2018)

17




Variantes minoritarias

Los ER convencionales (estudios de secuenciacion poblacional o Sanger) no muestran
poblaciones virales que estén presentes en menos del 15-20% de la carga viral total, por
lo que no van a mostrar poblaciones minoritarias. De este modo, distintas mutaciones
pueden permanecer ocultas a estos test de secuenciacion de poblaciones virales
mayoritarias y aparecer posteriormente en caso de reintroduccion de farmacos a los que
confieren resistencia®. En la actualidad existen diferentes plataformas que revisaremos
en el capitulo 5 que pueden mostrar mutaciones que confieren resistencia que estan
presentes en menos de un 1%.

3.3. LIMITACIONES CLINICAS

Tiempo hasta el estudio de resistencias

Es importante saber si en el momento del estudio el paciente continta con el tratamiento
que ha fracasado, y si no es asi cuanto tiempo ha pasado desde la interrupcion del
tratamiento. Se recomienda un plazo menor de 30 dias entre la retirada y el estudio, pues
el rapido recambio de la poblacion viral conduciria a un predominio de poblaciones de
virus salvaje que daria lugar a falsos negativos en la determinacion de resistencias, o0 a
una mezcla de subpoblaciones resistentes y salvaje con resultados contradictorios en el
estudio genotipico de resistencias (mutaciones de resistencia) y fenotipico (sensible)®.
Igualmente, se ha observado que el tiempo en fracaso, ajustado por el valor de la
replicacion viral y la barrera genética de los farmacos que se estan recibiendo, puede
determinar la tasa de resistencias. En una revision de los fracasos con INI (EVG) en
ensayos clinicos pivotales, se observo que 4 de 18 pacientes no presentaban mutaciones
de resistencia y solo se detectaban 51% de las mutaciones en la primera carga viral tras
el fracaso, en comparacién con la segunda carga viral de confirmacion obtenida 4 a 6
semanas después’®.

Dificultad en la interpretacion del test de resistencias

Para interpretar un ER ante un fracaso virologico, es necesario conocer el tratamiento
que estaba recibiendo el paciente en ese momento, y secuenciar todas las dianas
terapéuticas implicadas (incluyendo la integrasa si el TAR incluia INI). Se debe recordar
que las mutaciones relacionadas con la resistencia a farmacos utilizados con anterioridad,
pero que no estan incluidos en el tratamiento actual, pueden no detectarse sin que ello
signifique que no exista resistencia a dichos farmacos. Es por tanto conveniente: (i) utilizar
todos los ER realizados en el seguimiento histérico del paciente a la hora de seleccionar
el régimen de TAR que ofrezca las mayores garantias de eficacia, y (ii) considerar la
posibilidad de la presencia de un virus resistente a aquellos farmacos con baja barrera a
las resistencias si se confirma por historia un fracaso viroldégico en presencia de dichos
farmacos (3TC/FTC, NEV, EFV, RPV e IP no potenciados).
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3.4.INDICACION PARA SOLICITAR UN ESTUDIO DE RESISTENCIAS

En pacientes que nunca han recibido tratamiento antirretroviral:

La recomendacion actual de tratar a todas las personas diagnosticadas de infeccion por
VIH elimina la controversia del mejor momento para realizar un ER tras el diagndstico'.
Actualmente no se considera imprescindible disponer del ER a la hora de iniciar un TAR
basado en INI* o inhibidores de proteasa potenciados (IP), y la realizacién de un ER no
deberia demorar el inicio del tratamiento antirretroviral (TAR). Sin embargo, se sigue
recomendando la realizacion de ER basal, dada la relativa alta tasa de resistencias a
ITINAN, y la posibilidad de uso futuro de ITIAN y ITINAN'. En el caso de no poder realizar
ER basal, seria conveniente archivar una muestra de plasma previa al inicio de tratamiento
para secuenciarla en el futuro si se plantea la utilizacion de un ITINAN.

Dada la casi nula tasa de resistencias transmitidas actuales a INI"'2, la secuenciacion
de la IN no esté justificada. La generalizacion del uso de INI podria hacer cambiar la
situacion en el futuro, por lo que es imprescindible mantener un sistema de vigilancia
epidemioldgica que cuantifique la incidencia de resistencias transmitidas a INI en nuestro
entorno.

En el caso de una transmisién de fuente conocida con historia de fracaso al TAR, se
deberiarealizar ER (con secuenciacion de la IN en el caso de uso de este tipo de farmacos
por el sujeto fuente).

En pacientes en fracaso viroldgico:

Ante un repunte viroldgico confirmado en un paciente con viremia previamente
suprimida se debe investigar si ha habido: (i) una mala adherencia, o (ii) una interaccion
farmacocinética que haya reducido los niveles de los ARV. Si ha habido un abandono
por un tiempo superior a 15-30 dias el riesgo de falsos negativos del ER se incrementa,
como hemos mencionado. En esa situacion una alternativa seria —especialmente si la
interrupcién fue brusca y con farmacos con similar farmacocinética- reintroducir el TAR
previo (si la interrupcién no se ha debido a un problema de tolerancia) y reevaluar la
necesidad del ER en funcion de la respuesta (como en el apartado anterior). Si no ha
habido un abandono completo o éste es inferior a 15 dias, la realizacion de un ER puede
dar informacién sobre la posible seleccidn de cepas resistentes a alguno o algunos de los
farmacos utilizados en ese momento.

En mujeres embarazadas:

En el caso de una mujer embarazada en la que se va a iniciar TAR, siempre se debe
realizar un ER, incluyendo la secuenciacion de la IN si se va a prescribir un INI. El inicio
de tratamiento no debe demorarse para esperar el resultado, pero disponer precozmente
de la informacion en el caso de que existan resistencias transmitidas puede facilitar un
ajuste rapido del TAR para conseguir el control viroldégico en el menor periodo de tiempo
posible. Ante la presencia de una carga viral detectable se recomienda realizar un ER
para ajustar el TAR, esto es especialmente importante y urgente en la segunda mitad del
embarazo.
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4. RECOMENDACIONES TECNICAS EN LOS
ESTUDIOS DE RESISTENCIAS

Antonio Aguilera y Rafael Delgado

Los estudios de resistencias tienen mayor validez si se realizan antes de iniciar, detener
o cambiar el tratamiento. En la actualidad, estan dirigidos frente a proteasa, transcriptasa
inversa, integrasa y envuelta (gp41y V3). Sin embargo, otras regiones del genoma viral,
como el gen gag, pueden tener importancia en la resistencia a otras familias como los
inhibidores de la proteasa —aunque no se ha demostrado claramente- 0 a nuevas familias
de antirretrovirales como los inhibidores de la maduracion’. A continuacion se presentan
las principales recomendaciones técnicas a tener en cuenta para realizar un estudio de
resistencia en la practica clinica.

4.1. TIPO DE MUESTRA Y ALMACENAMIENTO

El plasma o el suero son las muestras de eleccion por su facilidad para procesar y
almacenar. Ademas, la secuencia que vamos a obtener representa la cuasiespecie
viral seleccionada mas recientemente por la terapia antirretroviral®>. En entornos con
recursos limitados las muestras de sangre seca en papel de filtro (DBS) constituyen una
alternativa3 a las muestras de plasma/suero. Los estudios en otros tipos de muestras
como células mononucleares de sangre periférica (CMSP), semen o LCR no presentan
en general problemas técnicos diferentes al plasma y constituyen un recurso que en
algunas situaciones ha ayudado a entender la infeccion en diferentes compartimentos y
a caracterizar variantes resistentes en territorios con baja penetracion para algunos ARV
como el SNC*.

Las condiciones de almacenamiento (-80°C para plasma) deben de ser las necesarias
para mantener la integridad del ARN viral, aunque pueden variar en funcién de la muestra
utilizada.'35 |

4.2. SENSIBILIDAD

Por razones técnicas, no se recomienda la realizacion de estudios de resistencia en
pacientes en fracaso viroldgico con CV <500 cop/mL, ya que la probabilidad de amplificar
el ARN viral es baja. En estos casos, se puede incrementar la sensibilidad mediante la
concentracion de un mayor volumen de muestra por ultracentrifugacion’. En pacientes con
CV indetectable o bajos niveles de viremia se suele recurrir a la realizacion de estudios de
resistencia proviral en CMSP®’, aunque no hay aun datos consistentes que avalen estos
resultados.
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4.3. GENOTIPO VS FENOTIPO

Las pruebas genotipicas que detectan por secuenciacion mutaciones conocidas asociadas
aresistencia son ampliamente utilizadas por su simplicidad, rapidez, menor coste y buenos
resultados a la hora del disefio del tratamiento de rescate’. Estas pruebas se realizan en
la mayoria de los laboratorios de virologia diagnostica mediante procedimientos propios
o alternativas comerciales: ViroSeq®-Abbott para secuenciacion convencional (Sanger)
0 Sentosa®-Vela Diagnostics para secuenciacion masiva (NGS).

Aunque la secuenciacion masiva (deep sequencing o NGS), que permite la deteccion de
poblaciones virales minoritarias con una representacion inferior al 15-20% en la poblacion
viral, se vaintroduciendo en la practica clinica®, la mayor parte de los estudios de resistencia
a ARV se realizan mediante técnicas genotipicas de secuenciacién poblacional en las
que se obtiene una Unica secuencia representativa de todas las variantes circulantes
presentes en la poblacion viral. En el capitulo 3 del documento se puede encontrar
informacion detallada sobre la deteccidn de poblaciones minoritarias.

Otros procedimientos genotipicos como la hibridacion reversa, los microchips o la PCR-
alelo especifica ya no se encuentran disponibles comercialmente o se emplean de manera
restringida en investigacion.

En situaciones complejas con pacientes multitratados que acumulan un gran numero de
mutaciones y con escasas opciones terapéuticas, asi como en la infeccion por VIH-2 o0 en
ensayos clinicos con nuevos farmacos, las pruebas fenotipicas basadas en ensayos de
virus recombinantes, en las que se estudia directamente el comportamiento del virus frente
a compuestos especificos, podrian ser una opcidné. Sin embargo, no estan disponibles
en la mayoria de los laboratorios y sus alternativas comerciales son igualmente limitadas
(Phenosense® y Trofile®, Monogram BioScience).

4.4. SUBTIPOS NO-B

A pesar de que la sensibilidad a los ARV y las mutaciones asociadas a resistencias son
iguales para los subtipos B y no-B?, existen polimorfismos genéticos en los subtipos
no-B que podrian modificar o facilitar la seleccion de resistencias. Desde un punto de
vista técnico, esta variabilidad genética existente podria dificultar en algunos casos la
determinacion de los estudios de resistencia disefiados comercialmente?. En estos casos,
se disefiaran cebadores especificos para conseguir resultados mas 6ptimos (informacion
mas detallada en el capitulo 10).
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4.5. SISTEMAS DE INTERPRETACION

El creciente nUmero de mutaciones asociadas a resistencia a los ARV puede hacer muy
compleja la interpretacion de los resultados en los estudios genotipicos. Por esta razon,
es recomendable la utilizacion de sistemas de interpretacién automatizados para inferir el
nivel de la resistencia a los ARV teniendo en cuenta todas las mutaciones detectadas en
todos los estudios de resistencias que se ha realizado el paciente. Uno de los sistemas
mas utilizados es el Stanford HIV Resistance Drug Database (HIVDB) de acceso libre
y gratuito. Existen otros sistemas de interpretacion basados en reglas establecidas por
expertos como el de la Red de Investigacion en SIDA en Espana®. En el documento
encontraran informacion detallada sobre la interpretacion de la resistencias a las diferentes
familias de farmacos (ver capitulos 6-9).

4.6. ESTUDIOS EN ADN PROVIRAL DEL VIH

Aunqgue no existen recomendaciones claras sobre su utilidad en la practica clinica, la
secuenciacion del ADN proviral en CMSP es una alternativa para detectar mutaciones de
resistencias archivadas y podria tener utilidad en pacientes con carga viral indetectable
0 pacientes con bajos niveles de viremia (50-500) en los que los estudios sobre virus
libre en plasma tiene un menor éxito de secuenciacion del virus. Sin embargo, se han
sefialado discrepancias entre los resultados obtenidos en plasma y en células®.

4.7. CONTROL DE CALIDAD

Existen diferentes documentos'® que recogen recomendaciones con medidas referentes
a establecer controles de calidad en los estudios de resistencia para evitar problemas de
contaminacion, asi como errores en la identificacion de las muestras. Estas medidas se
basan fundamentalmente en la incorporacion de distintos controles internos y externos y
en los estudios filogenéticos de similitud.

4.8. COSTE EFECTIVIDAD

Dadas las bajas tasas de transmision de resistencias existentes descritas recientemente
en nuestro pais10, actualmente esta en discusion por su coste-efectividad la realizacion
de estos estudios en pacientes sin tratamiento previo (ver capitulos 2 y 3).
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5. RESISTENCIAS EN POBLACIONES
MINORITARIAS: TECNICAS/PLATAFORMAS,
INTERPRETACIONY EVIDENCIAS

Maria del Mar Mosquera y Roger Paredes

El genotipado viral utilizado tradicionalmente en diagnostico clinico de la determinacién de
las mutaciones de resistencias se basa en la secuenciacion por el método de Sanger. Este
método Unicamente es capaz de detectar mutantes virales presentes entre un 15-20% de
la poblacién. Con ello, mutantes resistentes presentes en poblaciones minoritarias, que
en algunos casos podrian asociarse a fracaso del tratamiento, pasarian desapercibidas
a la hora de disefiar un tratamiento efectivo. Mediante nuevas técnicas de secuenciacion
masiva, hoy es posible detectar mutantes presentes hasta el 1-2% de la poblacidon
viral de forma robusta y consistente. Dado que, ademas, dichas plataformas ofrecen la
oportunidad de abaratar la secuenciacion, distintos laboratorios han empezado a utilizarlas
para el andlisis de las resistencias genotipicas. Las plataformas de secuenciacién masiva
estan en constante evolucion', pero Unicamente dos de ellas se estan utilizando en la
actualidad para diagnéstico clinico: MiSeq™ (lllumina, San Diego, CA)?® y Sentosa® SQ
HIV Genotyping Assay (Vela Diagnostics, Singapur).

MiSegq™ es una plataforma abierta que se puede utilizar para multiples aplicaciones
de secuenciacion. En 2016 Roche dej6é de producir definitivamente el secuenciador
GS Junior (454, Roche, Branford, CT) y desde entonces distribuye reactivos para la
plataforma MiSeq (lllumina, San Diego, CA) 23. Sentosa®, por su parte, es una plataforma
basada en el método PGM lon Torrent 45 que recibié la marca CE-IVD en agosto de
2017 para genotipado de VIH . En ambos sistemas, el analisis e interpretacion
de mutaciones se puede realizar mediante software accesible sin recurrir a complejos
analisis bioinformaticos: DeepChek®-HIV (ABL, SA and TherapyEdge, Inc, Luxemburgo)
en el caso de Roche-MiSeq y Sentosa SQ Reporter en el caso de Vela. Ademas de estos
softwares comerciales, distintos grupos han desarrollado plataformas web de analisis de
resistencias automatizados, robustos y gratuitos, entre los que destacan PASeq (https://
paseq.org, irsiCaixa) e Hydra (https://hydra.canada.ca, Public Health Agency of Canada)®.

Aunque tanto MiSeq como PGM lon Torrent se han utilizado desde 2011 en investigacion,
los caminos hacia su comercializacion como tests diagnosticos de rutina han sido distintos,
y existen pocas comparaciones directas entre ellas. En términos generales, ambas
plataformas producen resultados equivalentes. En una comparacién realizada entre los
sistemas Sentosa®y MiSeq™ la especificidad del primero en la deteccion de mutaciones
resultd >99.9% en muestras con ARN de VIH-1 de al menos 500 copias/mL, presentando
una reproducibilidad de cuantificacidn comparable a la de MiSeq™’. Sin embargo, ambas
plataformas utilizan una quimica de secuenciacion distinta, lo que conlleva un patrén de
errores diferente y utilizan software de correccion de errores distinto, por lo que es de
esperar alguna discrepancia ocasional que, en términos generales, se espera que tenga
poco impacto en la toma de decisiones clinicas. Se debe tener en cuenta que ambas
plataformas estan en constante proceso de mejora y actualizacion °.
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En la actualidad se pueden establecer las siguientes recomendaciones respecto a la
utilizacibn de métodos de secuenciacidbn masiva en la practica clinica:

1. Tanto las plataformas de secuenciacibn masiva como aquellas basadas en
secuenciacion Sanger son igualmente validas para realizar estudios de resistencias
genotipicas en el laboratorio clinico.

2. No existe una plataforma de secuenciacibn masiva mejor que otra. Se debe
considerar que, en general, todas producen resultados equivalentes.

3. Los informes de estudios genotipicos de plataformas de secuenciacibn masiva
siempre deben incluir los resultados a un nivel de sensibilidad Sanger-like, es decir,
al 15 o0 20% de sensibilidad (aunque las diferencias son minimas, la mayoria de
laboratorios estan adoptando 15%). En general, los resultados a dicho nivel son los
que deben guiar las decisiones clinicas.

a. Launica excepcidn a esta regla es si, por cualquier motivo, se considera iniciar
tratamiento con nevirapina o efavirenz. Multiples estudios demuestran que la
deteccidon de variantes minoritarias resistentes a estos farmacos se asocia a
un mayor riesgo de fracaso virologico ', por lo que en presencia de variantes
minoritarias, dichos farmacos deberian evitarse. Algunos estudios sugieren
que el limite de deteccidn con una mayor exactitud diagnéstica seria el 5% 2.

b. No existen estudios suficientes que analicen el efecto de las variantes
minoritarias en la respuesta a otros farmacos con barrera genética baja o
intermedia, como los inhibidores de integrasa.

c. La deteccibn de variantes minoritarias no tiene ningun efecto sobre la
efectividad de farmacos con barrera genética alta, como los inhibidores de la
proteasa potenciados 34,

d. La utilizacibn de técnicas ultrasensibles puede mejorar la prediccién del
tropismo viral en comparacion con los métodos de Sanger '*'7.

e. Aunque no existe suficiente evidencia para dar recomendaciones definitivas,
es posible que la deteccion de una mutante a una frecuencia entre 1 y 5%
deba considerarse clinicamente relevante si se cumplen las dos condiciones
siguientes:

i. Dicha mutacion es capaz de conferir resistencia de nivel intermedio o alto
al tratamiento por si misma (ej. M184V a XTC, K65R a tenofovir, Q148R a

raltegravir, etc.).
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i. Es congruente con la historia clinica del paciente, es decir, (a) ha sido
detectada como variante mayoritaria anteriormente, o (b) se observa tras la
exposicion a un farmaco que es capaz de seleccionarla (ej. M184V o K65R
tras profilaxis pre-exposicion, Q148R en el contexto de fracaso virologico a
inhibidores de integrasa).

La deteccion de variantes minoritarias en otros compartimentos (LCR, semen,
CMSP) debe enmarcarse en un contexto de investigacion y no debe utilizarse
para tomar decisiones clinicas. A menudo las variantes minoritarias en CMSP
se producen en un contexto de edicion por APOBECG en virus no viables. No
existen estudios sélidos que demuestren su utilidad en el manejo del paciente.
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Tabla 1. Resumen de las caracteristicas tecnoldgicas

Automatizacion

Tiempo técnica (de muestra a resultados)
Tiempo del personal invertido
Muestras/run

Sensibilidad analitica teérica

Limite deteccién

Limite deteccibn recomendado en
diagnostico

Software de analisis

Volumen de muestra necesario

N° aminoacidos secuenciados: PR
TI
IN

ROCHE-MiSeq

No

8,5 dias

13,3 h

20-22

>2000 cp/mL

1%

5%

Si

1mL

10-99
1-251
42-170

Vela

Semi-automatico

3,5 dias

3,5h

15

>1000 cp/mL

1%

5%

Si

0,73 mL

1-99
1-376
1-288
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6. INTERPRETACION DE RESISTENCIA A
ITIAN

Isabel Viciana y Josep M Llibre

Los tratamientos antiretrovirales triples tanto de inicio como en simplificacion suelen
incluir una pareja coformulada de ITIAN compuesta por ABC/3TC o TDF/FTC (bien sea
TDF o TAF). ABC demostr6 una eficacia inferior en sujetos con CV>100.000 copias/ml
cuando se administr6é con efavirenz o atazanavir/ritonavir'. Esta diferencia vs tenofovir no
se ha observado con INI (RAL o DTG)?*.

Hay 34 mutaciones no polimérficas en 15 posiciones en la transcriptasa inversa asociadas
a resistencia a ITIAN, que se muestran en la 5. Los perfiles de mutaciones que
afectan la actividad de estos analogos difieren ligeramente, por lo que es importante su
analisis.

6.1. PATRONES DE MULTIRRESISTENCIA A ITIAN

Existen basicamente tres vias de desarrollo de multirresistencia a ITIAN.

1. Acumulo de TAMs (mutaciones asociadas a ITIAN timidinicos): M41L, D67N, K70R,
L210W, T251Y/F, K219Q/E®*. Clasicamente se agrupan en dos vias de desarrollo de
resistencia: TAM1 (M41L, L210W, T251Y) y TAM2 (D67N, K70R, T215F, K219Q/E)®°.
Confieren Resistencia a todos los ITIAN con excepcion de FTC o 3TC. En general,
se considera que con =3 TAMs y especialmente en presencia de M41Ly L210W la
resistencia es completa a todos los ITIAN excepto a tenofovir, que a menudo muestra
actividad intermedia y puede retener alguna actividad residual'®'. Tenofovir es el
ITIAN que mantiene mas actividad en presencia de TAMs. La presencia de M184V
revierte en algun grado la resistencia conferida por estas TAMs, especialmente en
presencia de =3 TAMs®'%12, E| grado de resistencia cruzada depende del nUmero
y tipo de mutaciones y debe evaluarse en cada caso. Tenofovir alafenamida (TAF)
posee in vitro una mayor actividad antiviral que tenofovir disoproxil fumarato (TDF)
frente al acimulo de TAMs en diferentes aislados virales con diferentes patrones de
resistencias'®'®. La presencia de TAMs causa un cierto grado de hipersusceptibilidad
frente a ITINANs, aunque la traslacién clinica de este hallazgo no esta documentada.
Las TAMs muestran un antagonismo fenotipico bidireccional con K65R y raramente
suelen coexistir en el mismo genotipo'®7.

2. Complejo de insercidon de tres serinas entre los codones 67 y 70 (69SSS)® .Implica
la insercion de =2 aminoacidos, mas frecuentemente S-S, S-A, o S-G. Confiere
resistencia a todos los ITINAN, especialmente, cuando aparece junto a =1 TAM de
la via 1 (M41L, L210W, o T251Y).
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3. Complejo de multirresistencia Q151M8. Confiere resistencia a todos los ITIANs con
excepcion de TDF —salvo que esté presente la mutacion K65R®". Incluye A62V,
V75l, F77L, F116Y, La mutacion mas relevante en este complejo es Q151M. El resto
de mutaciones, de manera aislada, no confiere resistencia significativa.

6.2. M184V/|

Confiere resistencia fenotipica completa de alto grado a 3TC y FTC. Asimismo, confiere
hipersusceptibilidad a AZT y TDF/TAF (en mayor grado in vitro a TAF)”'4'®, Sin embargo,
tiene un fuerte impacto en la capacidad replicativa o fitnessviral y diversos ensayos clinicos
han confirmado la eficacia clinica de mantener 3TC o FTC en un régimen antiretroviral
de rescate a pesar de haberse confirmado la presencia de M184V, sin anadir toxicidad
adicional -lo que se explicaria por la actividad residual que mantendria el 3/FTC aun en
presencia de la resistencia conferida por M184I1/V'8'°, Por si sola confiere resistencia
intermedia a ABC, aunque asociada a TAMs incrementa el grado de resistencia a ABC.

M184|1 se asocia a la presencia de E138K especificamente en fracasos a RPV,
corrigiendo el defecto replicativo inducido por ésta. Aparecen probablemente debido
a una neutralizacion incompleta de una o varias proteinas APOBEC® que favorecen el
escape viral®®. M184I| suele emerger antes y de forma transicional a la M184V debido a
que requiere una sustitucion menos compleja de nucledbtidos.

6.3. K65R

K65R es seleccionada principalmente por TDF, pero también, aunque con menor
frecuencia, por ABC y d4T. La presencia de K65R esta asociada con una respuesta
virolégica reducida al tenofovir. La existencia de TAMS o el tratamiento combinado
con AZT previene la emergencia de la K65R en presencia de tenofovir (TFV)'>'¢. No
existen datos que indiquen diferencias en los patrones de resistencia entre TDF y TAF
porque el componente activo de ambas formulaciones es el TDF'"'415, Sin embargo TAF
consigue niveles intracelulares entre 3 y 5 veces mas elevados de tenofovir que TDF'3.
De hecho, TAF inhibi6 in vitro el crecimiento viral de 12/15 cepas con =3 TAMs, mientras
que TFV (administrado in vitro a los niveles alcanzados con TDF) no fue capaz de inhibir
el crecimiento de ninguna de las 15'. La presencia de la mutacién M184V/l aumenta la
sensibilidad a tenofovir®797.

K65R es seleccionada mas frecuentemente (4-11%) en pacientes con subtipos no B en
fracaso con d4T y también frente a TDF en subtipos C?'2.

La seleccion de la K65R en presencia de TFV se asocia a una disminucion de la fitness
viral'”. La mutacidon K65R condiciona resistencia a tenofovir y resistencia intermedia a
Abacavir, 3TC y FTC, y aumenta la sensibilidad a AZT.
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La presencia de M184I1/V junto a K65R aumenta la sensibilidad a tenofovir, AZT y d4T, y
aumenta la resistencia a ddl y ABC.

6.4. K65E/N

La mutacion K65N causa una ligera disminucion de sensibilidad a TDF. K65E es una
mutacidn raramente seleccionada por el tratamiento con NRTI que causa gran disminucion
de la fitness viral?*2®,

6.5. K70E/G/Q

La mutacién K70E/G/Q es seleccionada por regimenes que contienen tenofovir o ABC.
Estan asociadas a un bajo nivel de resistencia a tenofovir, ABC y posiblemente a 3TC y
FTCS™M.

6.6. L74V/1 Y Y115F

Son seleccionadas principalmente por ABC (también ddl), particularmente cuando los
test de resistencias se realizan tras un prolongado tiempo de fracaso virolégico. Y115F
puede ser seleccionada también por tenofovir'”. L74V/I causa resistencia intermedia a
ABC (y elevada a ddl) y cierta hipersusceptibilidad a tenofovir. Y115F causa resistencia a
ABC y bajo nivel de resistencia a TDF?.
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Tabla 1. Interpretacion de Resistencias a ITIAN

T215Y/F K65R K65R M1841/V M184I/V
Q151L/M Q151L/M
Resistencia Insercion codén Insercion Insercion codén Insercion Insercion coddn
69 codon 69 69 codon 69 69
>3 TAM =3 TAM =4 TAM
<3 TAM K70E/G K70E/G K65R K65R
. .. L741/V Q151L/M Q151L/M Q151L/M
Re3|ste_n0|a in- Y115E 3 TAM
termedia M184V
<3 TAM
K65R - M1841/V - -
Hipersusceptibi- K70E/G
lidad* M1841/V
K65R+M184I1/V

AZT: Zidovudina; ABC: Abacavir; TDF/TAF: Tenofovir/ Tenofovir Alafenamida; 3TC: Lamivudina; FTC:
Emtricitabina.

*La presencia de mutaciones que confieren hipersusceptibilidad (verde) junto a mutaciones que confieren
resistencia tendrian una interpretacién de Resistencia Intermedia, con la excepcién de la K65R+M1841/V que
revertiria la resistencia al AZT.

**A pesar de que TDF y TAF tienen diferencias en las concentraciones intracelulares que alcanzan dentro
del linfocito y en su actividad in vitro frente a algunas mutaciones, este comité recomienda, hasta que no
se dispongan de mas datos, la misma valoracion para ambos en la interpretacion de las mutaciones de
resistencia.

***En caso de historia de fracaso previo a un ARV que contenga 3TC 6 FTC debe de considerarse resistencia
a estos farmacos.

36 Documento sobre la Utilidad Clinica de las Resistencias a Antirretrovirales (Julio 2018) QQSIDA



7. INTERPRETACION DE RESISTENCIA A
ITINAN

Maria Jesus Pérez-Elias y Manuel Crespo

Actualmente estan comercializados 5 inhibidores de la trancriptasa inversa no analogos
de nucledsido (ITINAN): nevirapina (NVP), efavirenz (EFV), etravirina (ETR), rilpivirina
(RPV) ydoravirina (DOR)'. En un futuro proximo es posible que se comercialice doravirina2.
Ninguno de ellos esté indicado como tratamiento de inicio preferente en el tratamiento
antirretroviral del adulto'. El uso de los ITINAN de primera generacion NVP y EFV es cada
vez menor. La RPV esta indicada como pauta alternativa —que puede ser de eleccién en
algunos pacientes- en tratamiento de inicio en pacientes con CV <100.000 copias/mL y
en el cambio de tratamiento, en pacientes con supresidn virolégica, desde pautas que
contienen EFV o (regimenes con) inhibidores de la proteasa. La mayor evidencia para el
uso de ETR es en pautas de rescate avanzado'.

Los ITINAN son moléculas pequefias que inhiben la Tl fijandose a un bolsillo hidrofébico
de la enzima en una unién alostérica, modificando su flexibilidad y bloqueando la
sintesis de ADN. La secuencia de la Tl que codifica el bolsillo de unién de los ITINAN
comprende la secuencia de aminoacidos entre las posiciones 90 y 348 Las mutaciones
que comprometen mas la actividad de los ITINAN estan ubicadas fundamentalmente en
las regiones 98-108 y 179-190 de la Tl, aunque también pueden ocurrir entre los codones
225y 2383. Se han encontrado MR en los codones 90, 98, 100, 101, 103, 106, 108, 138,
179, 181,188, 190, 221, 225, 227, 230, 236, 238, 318, 348.

La primera MR que aparece tras el fracaso viroldégico con una pauta basada en ITINAN,
depende del farmaco al que se ha expuesto el paciente (normalmente EFV: K103N; NVP:
Y181C;y RPVy ETR: E138K), aunque la resistencia cruzada entre ellos es muy frecuente
y absoluta entre los de primera generacion EFV y NVP*. La ETR tiene una mayor barrera
genética las resistencias, le cuesta mas y necesita acumular mas mutaciones para ser
resistente, y el en el patrén de mutaciones de resistencias que le impactan fenotipicamente
no se incluye —lo mismo que con la RPV- la mutaciones K103N°®. Otra caracteristica de los
ITINAN es la falta de actividad viroldgica residual de EFV, NVP y RPV en pacientes con
MR frente a los ITINANS.

7.1. MUTACIONES DE RESISTENCIA EN PACIENTES NAIVE

En los ultimos registros epidemiolégicos a nivel mundial, se ha observado un aumento
considerable de las MR asociadas a los ITINAN, especialmente en paises de Africa
Subsahariana, Latinoamérica y Asia’, donde los ITINAN son farmacos de primera linea 'y
las pruebas de resistencia no estan disponibles de forma rutinaria. Por este motivo son
esenciales los programas nacionales de vigilancia y modificar la indicacion de los ITINAN
como farmacos de primera linea.
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En Espafa los ITINAN son la familia con mayor prevalencia de MR en pacientes naive?®.
Esto tiene poca relevancia en nuestro pais, al no ser farmacos de uso preferente
en el TAR inicial'. Sin embargo, merece consideracion cuando se plantee modificar el
TAR en pacientes con supresion virologica. En la lista actualizada de MR para vigilancia
epidemioldgica de las resistencias trasmitidas a ITINAN se incluyen 19 MR, en 10
posiciones de la Tl: 1001; 101E/P; 103N/S; 106M/A; 179F; 181C/I/V; 188L/H/C; 190A/S/E;
225H; 230L°.

Las MR K103N, Y181C y G190A son las MR encontradas en mas del 80% de cepas
con MR transmitidas a ITINANs de primera generacidn, en cualquier area geografica y
subtipo viral. V106M es la cuarta MR mas frecuente en el subtipo C'°.

En la préactica clinica los pacientes con MR aisladas a los ITINANs, pueden recibir en
primera linea, un régimen basado en INI o en un IP™.

7.2. MUTACIONES DE RESISTENCIA EN PACIENTES CON
FRACASO VIROLOGICO

Enla se muestra la interpretacion de las diferentes mutaciones en la sensibilidad
de los diferentes ITINAN'2'5, En algunos subtipos se han descrito mutaciones particulares,
A98S en el subtipo C'® 0 L228ly Y232H en el subtipo CRF08_BC'". Existe poca informaciéon
sobre la DOR, en estudios in vitro se ha confirmado su actividad frente a cepas que tienen
las mutaciones K103N, G190A, E138K, Y181C, y K101E'. Sometiendo al VIH subtipo
B a concentraciones crecientes de DOR se selecciona inicialmente la mutacion V106A y
desde esta se inician dos vias de mutacion, F227L o L234I. En los subtipos virales Ay C,
se detectaron vias de desarrollo de mutaciones similares, en las cuales las MR V106A o
V106M inician las vias mutacionales™ .
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Tabla 1. Interpretacion de las mutaciones de resistencia a ITINAN en pacientes
con fracaso virologico

L100l L10o0l K101P L10o0l
K101E/P K101P Y181C/IIV K101P
K103H/N/S/T K103H/N/S >3 MR entre: Y181C/IIV
106A/M 106A/M L10o0l Y188L
Resistencia Y181C/l/SIV Y181C/IIV K101E/H/I/R M230l/L2
Alta Y188C/H/L Y188C/H/L V106l
G190A/C/E/Q/S/T/N.  G190A/C/E/Q/S/TIN  G190A/S
F227C/L F227C M230L
M230L
A98G L100V L10o0l K101E
L1000V K103T 2 MR entre: E138K3
K101E Y181S K101E/H/I/IR V179L4
Resistencia H221Y! P225H V106l H2211Y?
Intermedia P225H F227L G190A/S F227C
M230L
F227C
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8. INTERPRETACION DE RESISTENCIA A IP

Miguel Garcia, Carmen Vidal y Carmen Ricart

La proteasa es una enzima codificada por una secuencia de 99 aminoacidos ubicada en
el gen Pol que ejerce su accion en las etapas tardias de la replicacién viral. Se encarga
del procesamiento o escision de las poliproteinas Gag y Gag-Pol, paso necesario para
convertir las nuevas particulas virales nacientes inmaduras no infecciosas, en particulas
virales maduras capaces de infectar a otras células'2.

Los Inhibidores de la Proteasa (IP) compiten con el sustrato natural de la proteasa del
VIH en su unién al centro activo, al tener una estructura quimica similar a los puntos de
la cadena peptidica donde el enzima produce los cortes®. Pero, ademas en la actualidad,
se conoce que el efecto de bloqueo de los IP va mas alla, y se da en cada paso relevante
del ciclo de vida del VIH incluidas la entrada, la transcripcion inversa, la integracion y
en los procesos post integracion al favorecer la formacion de moléculas de integrasa,
transcriptasa inversa y proteasa disfuncionantes®*.

Debemos recordar dos conceptos basicos para poder interpretar la dindmica de
resistencias de los farmacos antirretrovirales, y concretamente de los IP:

- Barrera genética: es el numero de mutaciones de resistencia necesarias para que el
virus desarrolle resistencia fenotipica a ese farmaco.

- Robustez: es la dificultad para que aparezcan mutaciones de resistencia cuando se
produce el fracaso virolégico en presencia del farmaco.

Los IP, cuando estan potenciados, son practicamente los Unicos farmacos que conjugan
ambas virtudes: tienen una alta barrera genética, y asi, para que un virus adquiera
resistencia significativa se requiere la acumulacion de varias mutaciones de resistencia;
y una alta robustez, puesto que es excepcional la seleccidn de resistencias en el fracaso
viroldgico, especialmente en pacientes en su primera linea de tratamiento cuando no hay
mutaciones preexistentes en la integrasa®. Por todo ello, son los farmacos con mayor
permisividad a los fallos de adherencia. Farmacol6gicamente, la alta barrera genética y
de resistencia se sustentan, primero en un coeficiente inhibitorio muy elevado frente a la
IC50 del virus wild-type®, segundo en una semivida disociativa muy prolongada’ y, por
ultimo, quizas en el comentado efecto multi-step.

Nada menos que mas de 70 mutaciones localizadas en 28 codones del gen de la proteasa,
se han asociado en mayor 0 menor grado con resistencia a los IP8°.
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Las mutaciones de resistencia a IP pueden ser®:

- Mutaciones Primarias, Principales o Mayores: relacionadas directamente con la
union de la proteasa al IP, y que contribuyen en mayor medida a la resistencia.

- Mutaciones Secundarias, Menores o Compensatorias: no estan directamente
relacionadas con la union al IP, mejoran la capacidad replicativa de los virus
mutantes resistentes teniendo un menor efecto, de tal forma que sélo disminuyen la
sensibilidad si se asocian a resistencias primarias.

- Polimorfismos Naturales: cerca del 50% de los pacientes que nunca han recibido IP
tiene algunas mutaciones secundarias, que no contribuyen a disminuir la sensibilidad
en ausencia de otras mutaciones.

Las instituciones europeas y americanas mas conocidas como ANRS'™, Rega',
Geno2pheno'?, IAS-USA® y Standford® proponen diferentes algoritmos de interpretacion
para determinar el grado de resistencia a los ARV y particularmente de los IP. Nosotros
lo hemos hecho recientemente en una actualizacion de la Red de Investigacion en SIDA
(RIS) de enero de este ano'® proponiendo una guia practica y sencilla, para utilizar en la
clinica diaria sin tener que poner los datos en ninguna plataforma informatica y evitando
puntuaciones complejas para cada una de las mutaciones®'. La adaptacion, la hemos
realizado fundamentalmente de la ANRS'. pero teniendo en cuenta también mutaciones
que, a pesar de no estar en algunos scores de los farmacos'+'¢, si que tienen varias
referencias que muestran su relevancia en la resistencia'”? y, por ejemplo, asi figuran
claramente en la base de Stanford y en otras plataformas colaborativas®?'.

Dado que en la actualidad unicamente se utilizan tres IP: lopinavir (LPV), atazanavir (ATV)
y darunavir (DRV), en la tabla adjunta resumen de interpretacion de resistencias a los IP

, se definen tan solo las resistencias a esta triada. Sin embargo, entendiendo
que hay pacientes que han fracasado a los IP de primera generacién, para ayudar a
identificar las posibles mutaciones de resistencias que algunos pacientes pudieran haber
seleccionado, sobre todo si en su dia no se pudieron determinar, comentaremos muy
brevemente las vias de escape o mutaciones mas frecuentes y sus caracteristicas:
indinavir: M46L, V82A, 154V; ritonavir: M46L, V82A; saquinavir: G48V, L90M; nelfinavir:
D30N, L90M; ammprenavir /fosamprenavir: V321,147V,150L,184V.

DRYV, es el que presenta la mayor barrera a las resistencias, no solo de los IP sino de todo
el arsenal terapéutico antirretroviral actual, ademas es el Unico que puede aumentar su
dosis en pacientes con resistencias previas. LPV tendria una barrera a las resistencias
intermedia, aunque actualmente se utiliza menos y, por ultimo, ATV es el que tendria una
barrera a las resistencias mas baja, especialmente cuando se utiliza no potenciado.
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Puede verse claramente , que tanto ATV como LPV pueden tener una resistencia
fenotipica de alto nivel con tan solo ciertas mutaciones Unicas, o bien con el acumulo de
otras varias. DRV necesita al menos dos o bien una si es de las de mayor peso (I150V,
I54L/M, L76V o 184V) para su formulaciéon de 800 mg una vez al dia (qd) y, al menos
cuatro para la de 600 mg dos veces al dia (bid) o bien tres si son de las referidas de
mayor impacto fenotipico'®. Por otra parte, la presencia de mutaciones que producen
hipersusceptibilidad®2* junto con mutaciones de resistencia, las neutralizarian en parte
confiriendo una resistencia tan solo intermedia.

Por ultimo, hay que destacar que recientemente se ha documentado que la mutacidon
V32l es una sustitucidén clave que rara vez ocurre en los intentos de seleccion in vitro,
pero que una vez lo hace, predispone a VIH-1 a desarrollar resistencia a DRV de alto
nivel®. Habra que revisar los escasos aislados in vivo de alto impacto fenotipico a DRV
para ver si la contienen.
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Tabla 1. Interpretacion de Resistencia a inhibidores de Proteasa (IP)

m Resistencia alto nivel Resistencia intermedia | Hipersusceptibilidad***

147A, L76V, V82A/F/S/T

=4 (L10F/I/R/V,K20M/R,L241,V32I,L-
33F,M461/L,G48V/M,150V,F53L,54M/L/
T/VIA,L63P,A711/LIN/T, G73S, 184V,
L90M)

LPV*/rtv

I50L, 184V, N88S

23 (L10F/I/R/V, G16E, K20M/R/I/T/V,
L24l, V321, L33F/I/V, M46I/L, 147V,
G48V/M F53L, 154V/T/A/L/M, D60E,
A71V/T, G73C/S/T/A, V82A/F/SIT, 185V,
L9OM)

ATV*/p

DRV 600 mg bid** =24 (V11l, V32I,
L33F, 147V/A,
150V, 154L/M,
T74P, L76V,
V82F, 184V, L89V)
22 (V111, V32l
L33F, 147V/A,
150V, 154L/M,
T74P, L76V,

V82F, 184V, L89V)

e DRV 800 mg qd**

3 (L10F/I/R/V, K20M/R, L24],
V32l, L33F, M46l/L, G48V/M,
150V, F53L, I54M/L/T/V/A,
L63P, A71I/L/V/T, G73S,
184V, LO9OM)

150L

2 (L10F/I/R/V, G16E, K20M/  L76V
RA/TIV, L24l, V32I, L33F/I/V,
M46l/L, 147V, G48V/M F53L,
I54V/T/A/L/M, D60OE, A71V/T,
G73C/S/TIA, V82A/F/S/T,

185V, L9OM)

3 (V11l, V32I, L33F, 147V/A,
150V, I154L/M, T74P, L76V,
V82F, 184V, L89V)

150L

N88S

1 (V11l1, V32I, L33F, 147V/A,

150V, I154L/M, T74P, L76V,
V82F, 184V, L89V)

150L

N88S

LPV: Lopinavir. Rtv: Ritonavir. ATV: Atazanavir. DRV: Darunavir. Cob: Cobicistat. Bid: dos veces al dia. Qd: Una vez al

dia.

*LPV y ATV pueden tener resistencia de alto nivel con mutaciones unitarias o bien con el acumulo de varias; para el
ATV no potenciado con cualquiera de las mutaciones aisladas que aparecen en su recuadro ya se puede considerar

resistencia de alto nivel.

**En presencia de dos o mas mutaciones a DRV o bien de una de las senaladas en negrita (150V,154L/M,L76V o 184V)
se debe elegir la dosificacion de 600 mg bid; asimismo con 3 6 mas de las sefialadas en negrita ya se considerara

resistencia de alto nivel para la dosificacion de 600 mg bid"®.

***|a presencia de mutaciones de hipersusceptibilidad junto a las de resistencia, tendria una interpretacion de resistencia

intermedia .
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9. INTERPRETACION DE RESISTENCIA A
LOS INHIBIDORES DE LA INTEGRASA

Federico Garcia y Arkaitz Imaz

Los inhibidores de la integrasa (INI) se pueden dividir en 2 grupos en funcién de su barrera
a las resistencias. Los INI de primera generacién, Raltegravir (RAL) y Elvitegravir (EVG),
son farmacos con baja barrera a la resistencia; los de segunda generacion Dolutegravir
(DTG) y Bictegravir (BIC), tiene una alta barrera para el desarrollo de resistencias.

9.1. RESISTENCIA A RALTEGRAVIR

Existen tres rutas documentadas de adquisicion de resistencia a RAL: la via de la mutacion
Y143R/C, la de N155H, y la de Q148H/K/R. Estas mutaciones son las que se consideran
primarias para la resistencia a este farmaco'. Generalmente, tienen un impacto importante
sobre la capacidad replicativa (CR) del virus, pero si se mantiene la presion de RAL
tras el fracaso viroldgico, aparecen mutaciones que , ademas de incrementar el nivel de
resistencias, son compensatorias de la CR: (i) N155H se acompana de L74M, E92Q,
E97A; (ii)) Q148 H/K/R de E138K, G140A/S; (iii) Y143R/C de E157Q, T66A, E92Q. La
mutacion N155H suele ser la primera y la mas frecuente en aparecer tras el fracaso a RAL;
si se mantiene la presion farmacolégica en fracaso terapéutico esta ruta evoluciona hacia
aislados con las mutaciones Q148H y G140S, que confieren un alto grado de resistencia
fenotipica con una CR similar a la del virus salvaje. Por este motivo es extremadamente
importante detectar precozmente los fracasos a este farmaco para retirarlo cuanto antes
y evitar la acumulaciéon de mutaciones (lo que podria permitir en algunos casos conservar
la actividad de INI de 2% generacion).

No se reconoce un impacto significativo de E157Q aislada?, o de otros polimorfismos y
mutaciones compensatorias sobre la actividad de RAL.

9.2. RESISTENCIA A ELVITEGRAVIR

Las mutaciones de resistencia seleccionadas tras el fracaso a EVG incluyen cambios
en 6 codones de la integrasa: T66I/A/K, E92Q/G, T97A, S147G, Q148H/R/K y N155H.
En general T66I/A se selecciona de forma precoz, E92Q y S147G de forma simultanea
o sucesiva y Q148R/K es mas tardia aunque puede aparecer en combinacion con las
anteriores. Estos cambios tienen diferente impacto en la resistencia a EVG in vitro:
Q148R > E92Q >N155H >T66l > S147G > T97A. La mutacion polimérfica T97A, requiere
mutaciones adicionales para conferir resistencia.
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Estas mutaciones primarias reducen tanto la susceptibilidad a EVG como la CR, lo que
explica que sea dificil la seleccion de algunas mutaciones primarias en combinacion.
El mantenimiento de la presion de EVG favorece la seleccion de otras mutaciones
compensatorias que confieren mayor grado de resistencia e incrementan la CR, como
E138A/K, G140C/S 0 S147G, por lo que al igual que con RAL, es muy importante detectar
precozmente los fracasos a este farmaco.

Las mutaciones en el codén 143 R (arginina) y C (cisteina) no tienen practicamente
impacto en la resistencia fenotipica a EVG. Del mismo modo, las mutaciones T661/A
E92G apenas impactan, por si solas, en la resistencia a RAL. Sin embargo, dada la
similitud en los perfiles de resistencia de ambos farmacos, no se recomienda el uso EVG
tras fracaso a RAL y viceversa *°.

9.3. RESISTENCIA A DOLUTEGRAVIR

Las mutaciones seleccionadas por cepas VIH-1 “salvajes” expuestas a DTG in vitro,
fundamentalmente R263K6-7 —G118R en subtipos C- y menos frecuentemente S153F,
S153Y,L101/IS153F, T124A/S153Y, y L1011T/124A/S153F, confieren bajo nivel resistencia
a DTG, y reducen de forma marcada la CR e infectiva del virus?®.

En ensayos clinicos en pacientes naive, no se ha documentado seleccion de mutaciones
de resistencia en aquellos pacientes que presentaron fracaso virologico®', y aunque
los estudios de resistencias se realizaron en la primera viremia detectable y no en la
confirmacion del fracaso viroldgico, la escasisima comunicacién de seleccion de
resistencias tras un fracaso a una primera linea de TAR con DTG 2" posicionan DTG como
el INI con mayor barrera a la resistencia comercializado hasta la fecha. Sin embargo hay
que destacar que, a pesar de tener una barrera a las resistencias mayor que RALy EVG,
ésta no es equiparable a la de los IP. A diferencia de estos, en los que es excepcional la
seleccion de resistencias tras su fracaso incluso cuando se administran en monoterapia,
en el caso de DTG en monoterapia, la seleccién de resistencias tras el fracaso es muy
frecuente’®.

En el ensayo clinico SAILING, en pacientes con fracasos previos a otras pautas de TAR
y resistencia a al menos 2 clases de ARV pero naive a INI, se describio la seleccion de
R263K -junto con la mutacion polimoérfica C1511- en un paciente, y N155H en otros dos,
tras el fracaso con un régimen que incluia DTG .

DTG mantiene su actividad in vitro frente a variantes virales resistentes a RALy EVG con
una Unica mutacion, asi como frente a la asociacion de E92Q, Y143C/R, o N155H con
otras mutaciones secundarias. Solo la combinacion de una mutacion en la posicion 148
junto con otras mutaciones secundarias confiere resistencia a DTG'.
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En los ensayos clinicos VIKING, en pacientes con fracaso a INI de primera generacion,
se observo que una mutacién en el codon 148 junto con al menos otras 2 mutaciones
—que incluyen fundamentalmente cambios en la posicion 140- es el principal predictor
de respuesta a DTG, asociandose de forma significativa con menor respuesta tras 7
dias monoterapia con DTG y menor probabilidad de supresion viral tras 24 semanas de
tratamiento con DTG mas una pauta con al menos otro farmaco activo'®2°.

9.4. RESISTENCIA A BICTEGRAVIR

El perfil de resistencia de BIC muestra bastante similitud con DTG desde el punto de vista
de las posiciones implicadas?'. Las mutaciones seleccionadas in vitro son R263K+M50I
o S153F/Y, y también tienen un bajo impacto en la actividad de BIC. De forma similar a
DTG, BIC mantiene actividad antiviral in vitro frente a variantes resistentes a RALy EVG
con mutaciones Unicas. Ante dobles mutantes (E138K/Q148K, G140S/Q148R, E92Q/
N155H y Q148R/N155H) la actividad de BIC también esta reducida, si bien el impacto
de algunas de estas combinaciones sobre BIC parece ser in vitro algo menor que sobre
DTG?22, lo que podria explicarse por un mayor coeficiente de disociacion de la integrasa
de BIC frente a DTG*. La combinacion E92Q/G140E confiere alto nivel de resistencia a
todos los INI incluido BIC aunque su impacto sobre la CR hace poco probable la viabilidad
viral in vivo#,

No se ha observado seleccion de mutaciones de resistencia tras el fracaso virolégico en
pacientes naive tratados con BIC en ensayos clinicos?*?5. No se dispone de informacién
de estudios clinicos que hayan evaluado la actividad de BIC en pacientes con fracaso a
otros INI.
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Tabla 1. Interpretacion de Resistencias a INI

-

Resistencia

Resistencia
Intermedia

Adaptada de Guia de Resistencias a los Antiretrovirales (RIS)%-.

Los aislados VIH-2 son sensibles a RAL, EVG y DTG, las principales mutaciones asociadas con resistencias

T66K
E92Q/V

Y143C/H/R
Q148H/K/R
N155H

H51Y
T66AI
E92G
E138A/K
G140A/C/S
G163R
S230R
R263K

G118R
F121Y

T66A/KI/I
E92GQV
S147G
Q148H/K/R
N155H
R263K

H51Y
E138A/K
G140A/C/S
G163R
S230R

G118R
F121Y

Q148 H/K/R+
=2 G140A/C/S,
E138A/K/T o L74l

Q148 H/K/R+

1 G140A/C/S,
E138A/K/T o L74l
R263K

a INI'en VIH-2 son: G118R, Y143C, Q148K/R, N155H, G140S+Q148R.

BIC

No informacion

Q148 K/R+

1 G140S,
E138K o
N155H

Documento sobre la Utilidad Clinica de las Resistencias a Antirretrovirales (Julio 2018)

53




54

10. RESISTENCIAS EN VIH-2Y SUBTIPOS
NO-B

Africa Holguin y Ana Lopez Lirola

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) presenta alta variabilidad genética,
debida a su alta tasa de replicacion, de mutagénesis y de recombinaciéon — a la que
también se afnade el papel del mecanismo de resistencia innata al VIH-1, APOBEC 3G
-, describiéndose numerosas variantes. Se clasifica en dos tipos: VIH-1y VIH-2. Dentro
del VIH-1 se diferencian por homologia genética cuatro grupos: M (main), O (outlier),
N (no-M, no-O) y P. A su vez, el grupo M se ha subdividido en 9 subtipos denominados
por letras (A, B, C, D, F, G, H, J, K)1 y multiples recombinantes entre ellos. Existen, al
menos, 96 recombinantes circulantes (CRF:_https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/
HIV/CRFs/CRFs.html), e multiples recombinantes unicos (URF). El subtipo B, variante
predominante en Europa y EE.UU., es la mas estudiada a nivel virolégico, clinico y
terapéutico. Sin embargo, los subtipos del VIH-1 distintos al subtipo B y recombinantes
(variantes no-B) causan cerca del 90% de los 37 millones de infecciones por VIH.

El VIH-2 es menos prevalente y transmisible que el VIH-12. Infecta a 2 millones de
personas, sobre todo en Africa occidental y zonas con vinculos socioeconémicos afines
(Portugal, Francia, Espafa). Su menor virulencia condiciona que mas de la mitad de los
casos presenten viremias indetectables al diagnéstico®, pero incluso en viremias bajas se
han identificado mutaciones de resistencias (MR)*. El VIH-2 no se puede cuantificar con
kits de carga viral para VIH-1. Actualmente existe poca evidencia de calidad y falta de
comercializacion de kits para la monitorizacion y el genotipado del VIH-2 imprescindible
para el manejo de pacientes donde se ha demostrado la presencia de MR primarias
transmitidas, la inmunosupresién avanzada y el fracaso virologico tras el tratamiento
antirretroviral. Sin embargo, existen algoritmos para identificar las MR en VIH-2 (http//
www.hiv-grade.de/HIV2EU)® y para la interpretacion genotipica de resistencias (http://
www.hivfrenchresistance.org/2017/Algo2017-HIV2.pdf).

Debido a la alta variabilidad genética, cada tipo, grupo, subtipo o recombinante
del VIH presenta polimorfismos naturales a lo largo de su genoma fijados durante la
evolucion viral, que son especificos de una o varias variantes. Algunos se localizan en
residuos asociados a la resistencia a farmacos antirretrovirales (ARV)®°. Cuando estos
polimorfismos naturales coinciden con MR primarias aparece resistencia natural a ciertos
ARY, limitando el arsenal terapéutico para las variantes que lo presentan.

Asi, el VIH-2 presenta resistencia natural a ITINAN por la presencia natural de Y181I/V,
Y188L y G190A en su retrotranscriptasa'®,a inhibidores de la fusién por los cambios
N42Q y N43Q en gp41 o a IP (amprenavir, tipranavir y atazanavir) por las sustituciones
132V, V471, M76L, e 182V en la proteasa viral''. El VIH-2 también muestra menor barrera
genética para ITIAN, siendo las TAMs mas raras y desarrollando rapidamente la K65R,
Q151M, M184V en presencia de ITIAN*1213,
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Aunque se ha demostrado actividad antiviral con cenicriviroc (antagonista dual de cepas
CCR5 y CCR2) en aislados del VIH-2 con tropismo CCR5", no se recomienda su uso
dada la afinidad por otros correctores del virus, como CCR1, CCR3, CCR6, GPR15
(BOB), CCR8 y CXCR®6. Los INI han demostrado eficacia para VIH-2 y presentan un perfil
de resistencias similar al VIH-1°.

Respecto al VIH-1, el grupo O del VIH-1 presenta resistencia natural a ITINAN por la
presencia de Y181C en su TI'6. Para el grupo M del VIH-1, la mayoria de polimorfismos
naturales asociados a resistencias se localizan en posiciones de resistencia secundaria,
lo que podria explicar la misma eficacia terapéutica en pacientes tratados infectados con
distintas variantes virales observadas en varios estudios®'’. Sinembargo, el bajo niumero de
pacientes con ciertas variantes no-B del VIH-1 y el uso de terapias combinadas analizadas
en estos trabajos podrian enmascarar una distinta respuesta a ARV individuales, como
han observado otros trabajos que comparan eficacia de monoterapias en pacientes con
subtipo C'8, subtipo F'® o subtipo G y recombinante CRF02_AG20 con respecto al subtipo
B.

Es importante destacar que los polimorfismos naturales en posiciones de resistencia en
variantes concretas pueden influir en la barrera genética a ciertos ARV?', en las vias de
resistencia®?, en la mejora de la capacidad replicativa o fitness del virus bajo presidon
farmacolégica®, en la susceptibilidad a ARV especificos®?* o alterar la interpretacion de la
resistencia a ciertos ARV utilizando diferentes algoritmos'25. Asimismo, pueden favorecer
la aparicibn mas rapida de mutaciones de resistencia primaria en variantes concretas
debido al uso de tripletes de nuclebtidos diferenciales para ese residuo relacionado con
resistencia en esas variantes virales®. Por ejemplo, la MR a ITINAN V106M ocurre con
mayor frecuencia en virus de subtipo C de pacientes tratados con NVP o EFV porque
V106M requiere un cambio de un nucleétido en el subtipo C [GTG (V) =>ATG (M)], pero un
cambio de dos pares de bases en otras variantes [GTA (V) => ATG (M)]?. Un mecanismo
similar explicaria la aparicion preferente de la MR a ITIAN V75M en los recombinantes
CRF01_AE?#, de la MR a IP V82M en virus del subtipo G2, y de la MDR a ITINAN G190S
en los subtipos A de la antigua Union Soviética®. Varias lineas de evidencia también
sugieren que K65R es mas probable y rapido que se seleccione en los virus de subtipo C
que en otros subtipos?®.
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Tabla 1. Resistencias naturales para el VIH-2

ARV Polimorfismo naturales en VIH-2 Impacto clinico
ITIAN T69N, V75, T215S, K219E (RT) Sensible a ITIAN
Resistencia natural a NVP/EFV
Y1811/V, Y188L, G190A (RT
L ° 88L, G190A ( No recomendados ETR/RPV
IP L10V, V32, M36l, M46l, 147V, Q58E, Sensibles LPV/DRV/SQV
A71V/I, G73A, V82I, L89I/V (PR) No recomendados APV/ATV/TPV
IF N42Q y N43Q (gp41) Resistencia natural a T20
INI L741 (IN) Sensibles RAL/EVG/DGV
sl Uso varios co-receptores Actividad in vitro en aislados R5

Cenicriviroc
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11. CONCLUSIONES

La prevalencia de resistencias, tanto primarias trasmitidas como secundarias adquiridas,
se hareducido de forma significativa en estos ultimos afios. Sin embargo, su interpretacion,
especialmente en el caso del paciente que presenta un fracaso virolégico, sigue siendo
un reto para los clinicos, en especial para los mas jovenes que no vivieron la primera
década de este siglo XXl en la que éste era un escenario mas frecuente.

En estos 9 capitulos hemos querido abordar el escenario de las resistencias, no solo
desde un punto de vista metodologico, revisando los principales aspectos técnicos
para la determinacion de las mutaciones de resistencias y la revision de las diferentes
mutaciones que afectan la sensibilidad de los diferentes antirretrovirales, sino también
desde aspectos mas conceptuales, entrando en el manejo del paciente tras el fracaso
virologico en diferentes situaciones de mayor complejidad: fracasos virolégicos con
viremias de bajo nivel, multiples fracasos sin datos de estudios de resistencia previos.

La informacion mas relevante que podriamos extraer de este documento vy utilizar en la
practica clinica y diagnostica diaria, se podrian resumir en las siguientes “pildoras”: (i)
aunque la tasa de resistencias transmitidas ha disminuido de forma significativa, y con los
regimenes actualmente recomendados basados en INI el estudio de resistencias basal no
nos debe retrasar el momento de inicio del TAR, disponer de esa informacion puede ser
importante en pautas de tratamiento futuras y en cualquier caso es importante mantener
la vigilancia epidemiologica de las resistencias trasmitidas a los INI; (ii) los estudios de
resistencias se deben realizar rapidamente tras la confirmacion del fracaso virolégico
y mientras el paciente estd tomando el tratamiento; (iii) los estudios de resistencias
de nueva generacion, capaces de detectar resistencias en poblaciones minoritarias, nos
abren un nuevo e interesante “mundo” en el que nos queda mucho por aprender (i.e. aun
debemos conocer cual es el impacto de las resistencias en las poblaciones minoritarias
en el fracaso virolégico para los diferentes ARV); (iv) los estudios de resistencias son una
excelente herramienta de ayuda a la hora de disefiar el TAR de rescate, sin embargo esta
informacion siempre se debe complementar con una buena historia de los tratamientos y
fracasos previos; y (v) aunque en general el impacto de las diferentes mutaciones en la
sensibilidad a la mayoria de los farmacos esta bastante bien definida, para los farmaco
que han aparecido mas recientemente, TAF y los INI, especialmente los de segunda
generacion, DTG y BIC, es necesario recabar mas informacién que nos ayude a mejorar
su interpretacion.

Esperamos que esta guia practica de manejo de las resistencias os haya sido util y

convertido un tema que suele ser algo “incbmodo” en mas “amigable”.

Un fuerte abrazo de los redactores y coordinadores
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