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Introduccién

1.1. ANTECEDENTES HISTORICOS.

Los conocimientos sobre los retrovirus comienzan a principios del siglo XX,
cuando varios investigadores identifican en animales ciertos agentes transmisibles

que eran capaces de producir leucemias y tumores: los retrovirus.

En el afno 1970, Temin y Baltimore (Temin, 1970; Baltimore, 1970)
descubrieron la transcriptasa inversa (RT) demostrando que el ciclo de vida de los
retrovirus (virus ARN) incluia una forma intermedia de ADN, que denominaron

provirus.

A finales de los afios 70, se comunicd la aparicidbn en hospitales de San
Francisco y New York, de varios casos de pacientes jovenes, previamente sanos,
que padecian infecciones oportunistas o tumores hasta entonces sélo descritos en
pacientes oncolégicos o trasplantados, sometidos a tratamiento con
inmunosupresores. Este proceso inmunodepresor, de etiologia desconocida, fue
denominado Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). En los anos
posteriores se constatd una progresiva extension de la enfermedad y una amplia
distribucién geogréfica. Esto, junto con los antecedentes epidemiologicos de los
pacientes, llevd a sospechar la etiologia infecciosa como causa del proceso y a
postular que la enfermedad podia transmitirse por contacto sexual, por inyeccion de
sangre o derivados y por via trasplacentaria. Por las caracteristicas epidemiologicas
y el déficit inmunitario, debido a la disminucidon selectiva de linfocitos CD4, se

encauzo la investigacion a la busqueda de un retrovirus como causa del proceso.

El primer retrovirus humano, el virus linfotropico-T humano de tipo | (HTLV-I),
causante de la leucemia de células T del adulto fue aislado en 1980 (Poiesz ef al.,
1980). Dos afos después se descubrié el HTLV-Il en un enfermo afectado de
leucemia de células peludas. En 1983, el grupo de Montagnier (Barré-Sinoussi et al.,
1983) aislé un virus linfotropico a partir de un ganglio de un paciente con una
linfoadenopatia, al que denominaron virus asociado a la linfoadenopatia (LAV). Al
afio siguiente, Gallo et al. (1984) descubrieron otro retrovirus, al que denominaron
virus linfotropico humano de células T (HTLV-IIl), para distinguirlo de los dos
anteriormente descritos. Posteriormente se confirmé que LAV y HTLV-IIl eran el
mismo virus, admitiéndose internacionalmente una nueva denominacion, la de virus

de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), para el agente causal del SIDA.
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En 1986, Clavel et al. describieron en pacientes con SIDA de Africa
Occidental un virus antigénicamente relacionado con el anterior, que fue

denominado VIH-2 para diferenciarlo del inicial, al que se denominé VIH-1.

1.2. CARACTERISTICAS GENERALES DEL VIH.
1.2.1. Taxonomia.

El VIH pertenece a la familia de Retroviridae, subfamilia Lentivirinae. Los
retrovirus se caracterizan por poseer como material genético ARN en la particula
viral y ADN cuando se encuentran en la célula; el cambio de uno a otro tiene lugar
por la accién de una enzima presente en la particula viral, la transcriptasa inversa o
retrotranscriptasa (RT). Los retrovirus se clasifican en tres subfamilias: Oncovirinae,

Lentivirinae y Espumavirinae (tabla 1.1).

Tabla 1.1. Familia Retroviridae

Subfamilia Oncovirinae

Virus linfotropico de células T humana tipo 1 (HTLV-I)
Virus linfotropico de células T humana tipo 2 (HTLV-II)
Virus linfotrépico de células T humana tipo 5 (HTLV-V)

Subfamilia Lentivirinae

Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1)
Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 2 (VIH-2)

Subfamilia Spumavirinae

Virus sincitial humano (VSH)
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1.2.2. Estructura del VIH-1

El VIH-1 es una particula esférica de 80 a 100 nm. Posee una envoltura
lipoproteica derivada de la célula huésped, donde se insertan las glucoproteinas en
72 proyecciones externas y los antigenos de histocompatibilidad (MHC) de clases | y
Il derivadas de las células huésped. La envoltura rodea a una nucleocapside
icosaédrica denominada core, en cuyo interior se localiza el material genético y

determinadas enzimas necesarias para el ciclo vital (figura 1.1).

ARN monocatenario

Proteasa (p10)

Figura 1.1. Estructura del VIH-1.
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El genoma del virus es un ARN de cadena unica formado por dos hebras
idénticas de 9,8 Kb de polaridad positiva (figura 1.2). Emplea la enzima
transcriptasa inversa presente en el viribn para replicarse, dando lugar al ADN
proviral que se integra en el genoma de la célula huésped. Este genoma viral posee
tres genes estructurales principales (gag, pol y env) y seis genes reguladores (nef,
tat, rev, vpr, vif y vpu). Ademas, en su forma de provirus, el genoma viral se
encuentra flanqueado por unas secuencias repetidas (LTR) que le permiten la
integracion en el genoma celular, y en las que se localizan los elementos

reguladores de la iniciacion de la transcripcion viral.

(integrasa)

p11
(proteasa) 066

(transcriptasa inversa)

Figura 1.2. Genoma del VIH-1.
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En la tabla 1.2 se resumen las caracteristicas y funciones de los distintos

genes estructurales y reguladores del VIH, y las proteinas codificadas por ellos.

Gen AR Caracteristicas y/o funciones
estructurales
gag PSS
Precursora de:  Antigenos de grupo internos
p17 Proteina de la matriz, tapiza la superficie interna de la
envoltura
p24 Proteina de la capside, antigeno mayoritario
p15
Precursora de:  Proteinas de la nucleocapside (NC)
p9 Proteina unida al acido nucleico
p7 Proteina rica en prolina; ayuda a la encapsidacion del virus
pol p90.
Precursora de: Enzimas
p66, p51 Transcriptasa inversa (RT) (ADN polimerasa-ARN
dependiente)
p15 RNAsa H (RN), funcién endonucleolitica
p10 Proteasa (PR) rotura proteolitica para dar proteinas maduras
p32 Integrasa (IN), integracién del cADN viral
env gp160
Precursora de:  Proteinas de la envoltura
gp120 Proteina de superficie, interaccion con el receptor CD4.
gp41 Proteina transmembrana, fusién de la envoltura del virus con
la célula
Gen AT Caracteristicas y/o funciones
reguladoras
nef p27 Pleiotropica, regulacion negativa de CD4 y MHCA;
Interferencia en la infectividad de viriones
rev p19 Regulador de la expresion de las proteinas virales (rotura y
transporte de ARNm precursores). Transporte selectivo de
ARNmM en el citoplasma
tat p14 Transactivador. Sintesis de ARNm
vif p23 Proteina asociada a la infecciosidad del virién
vpr p15 Transporte del complejo de preintegracion al nucleo. Bloqueo
del ciclo celular
vpu p16 Aumenta la liberacion de viriones de la célula infectada y

reduce la acumulacion de proteinas virales. Reduce la
formacion de sincitios y la muerte celular en células T
humanas CD4.

Tabla 1.2. Proteinas estructurales y reguladoras del VIH-1

(Schiipbach et al., 2003)
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1.2.3. Ciclo biolégico del VIH-1.

El ciclo biolégico del VIH se divide en dos etapas bien diferenciadas (figura
1.3): la fase temprana, que culmina con la integracién del ADN proviral en el genoma
celular; y la fase tardia, que implica la transcripcion del genoma viral y la generacion

de una progenie infecciosa (Greene, 1991).

WIH

Linfocito T

1
ACOPLAMIE
Y FUSIOH D

TRAHECRIPCION
INVERSA wirion &RMN
ADN de
doble cadena

4

i
SALIDA
DE VIRIOHES

Figura 1.3. Ciclo biolégico del VIH.

1) Entrada: interaccion con los receptores, fusion e internalizaciéon.

La entrada del virus en la célula es un proceso secuencial que se produce

mediante la interaccion con distintas moléculas situadas en la membrana celular.

En la transmision por via sexual el VIH atraviesa el epitelio dafado e infecta
las células de Langerhans y las células dendriticas, que se encuentran en el
epitelio estratificado de la mucosa y submucosa vaginal, respectivamente. Estas
células son presentadoras de antigeno y expresan en su superficie DC-SIGN y L-
SIGN, una lectinas a las que se adhiere el virus con alta afinidad. Al concentrarse los
viriones en la membrana plasmatica se facilita enormemente la propagacioén viral. La

transmision del VIH a los linfocitos CD4 tiene una eficacia muy superior a la
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capacidad infectiva de particulas virales solubles no unidas a estas lectinas (Alcami,
2004).

La infeccion de las células dendriticas es evidente a las 24-72 horas de la
entrada del virus. En las 24-48 horas siguientes las células dendriticas infectadas
migran a los ganglios linfaticos regionales, donde activan e infectan gran cantidad de
linfocitos CD4, amplificando de forma explosiva la infeccion y produccion viral. En
menos de una semana el virus se disemina por via hematdgena a todo el organismo
(ganglios linfaticos, SNC, goénadas, sistema digestivo), de forma que cuando
aparecen los sintomas el virus ya esta en todos los érganos y el reservorio viral,
responsable de que el virus no se pueda erradicar, ya se ha establecido. La carga
viral se expande de forma exponencial y a las 4 semanas de la infeccidn se alcanza
el pico mas elevado en plasma, secreciones genitales y otros compartimentos (Mird
et al., 2004). En la transmision parenteral, a partir de sangre o hemoderivados, el

virus penetra directamente en la sangre.

Las particulas virales infectan a los linfocitos CD4 mediante la interaccion
con dos tipos de receptores. Por un lado, los receptores CD4, receptores
especificos y comunes a todos los subtipos del VIH, presentes en la superficie de los
linfocitos T colaboradores y en células de la estirpe mononuclear-fagocitica, lo que
determina el tropismo viral por estos dos tipos celulares. Por otro lado, se observo
que la presencia de la molécula de CD4 era condicion necesaria pero no suficiente
para permitir la entrada del VIH en la célula. Para que se produzca la fusion de
membrana viral y celular y la internalizacion de la nucleocapside viral es necesaria la
presencia de unos correceptores, los receptores de quimiocinas CCR5 y/o CXCR4.
Las quimiocinas son mediadores inmunoldgicos implicados en el reclutamiento de
células durante la respuesta inmune. El uso de uno u otro correceptor define el
tropismo de la cepa: cepas R5 o no sincitiales con tropismo a macréfagos (CCRS),
cepas X4 o sincitiales con tropismo a células T (CXCR4) y cepas R5X4 que pueden
entrar en la célula utilizando cualquiera de los dos correceptores. Este tropismo esta
determinado por la presencia de ciertos aminoacidos en algunos dominios de la
gp120, sobre todo en los dominios V3 y V2. Las cepas R5 son las principales
implicadas en la transmisibn en las etapas tempranas de la infeccién, no
detectandose en esos estadios cepas de tipo X4. Se ha demostrado que las células

diana en las primeras etapas de la infeccion solo expresan el receptor CCR5 en la
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membrana, mientras que el receptor CXCR4 se encuentra internalizado. La elevada
presencia de la quimiocina SDF-1, ligando natural del CXCR4, en las mucosas y el
tejido linfatico hace que este correceptor esté regulado de forma negativa y no se
exprese, lo que explica la elevada susceptibilidad a la infeccion por cepas R5 en la
infeccion aguda. En el avance de la infeccion, frecuentemente se desarrollan cepas
con tropismo X4 o dual R5X4, que se relacionan con la deplecién mayoritaria de
linfocitos CD4, por tanto, supone un factor de mal prondstico (Arrizabalaga et al.,
2004; Bermejo et al., 1998; Connor et al., 1997; Lopez-Aldeguer et al., 2005).

En este proceso de interaccidn entre el virus y la célula, el complejo
glucoproteico de la envoltura (gp160) se une a la molécula CD4. Este complejo
posee gp120 y gp41 unidas de manera no covalente, formando generalmente
trimeros en la superficie del viridn. Una vez que se produce dicha unién se generan
una serie de cambios, como el desplegamiento de gp120, que adopta una nueva
conformacién. De este modo, quedan expuestos el dominio V3 y regiones
adyacentes, que interaccionan con los correceptores de quimiocinas. Esto provoca
nuevos cambios en la estructura espacial de gp120, que expone el dominio N-
terminal de gp41. Esta regién contiene el denominado péptido de fusién, una
region altamente hidrofébica que, una vez anclada en la membrana, provoca la
fusion entre la membrana plasmatica y la envuelta viral, permitiendo de esta manera

la entrada del virus en la célula (figura 1.4).
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Figura1.4. Interaccion con los receptores, fusion e internalizacién

2) Etapas tempranas: transcripcién inversa o integracion viral.

Una vez fusionadas las membranas viral y celular, las dos hebras de ARN

monocatenario se liberan dentro de la célula junto con las enzimas y proteinas del
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core (Greene, 1991). A continuacién, una de las hebras de ARN viral se
retrotranscribe por accion de la enzima transcriptasa inversa. Para la sintesis de
una segunda cadena de ADN viral se requiere la accion de la ribonucleasa H, que
degrada parcialmente el molde de ARN original generandose asi un ADN de doble
cadena. Una vez sintetizado, el ADN se acopla a una serie de factores celulares y
virales, como la proteina vpry la proteina de la matriz viral (p17), formando lo que se
denomina el “complejo de preintegraciéon” (Fouchier y Malim, 1999). Este
complejo es transportado al nucleo y se integra en el genoma celular mediante la

accién de la integrasa viral, constituyendo la forma proviral del VIH.

En los linfocitos CD4 en reposo el ADN viral no se integra de inmediato
después de la retrotranscripcion, sino que se almacena en el citoplasma de la célula.
Para que el ADN viral sea transportado al nucleo y se integre en los cromosomas la
célula infectada necesita ser activada. Existe, por tanto, un 90% de ADN proviral no
integrado en los linfocitos circulantes, en forma lineal y episomal circular que
constituye un reservorio potencial del VIH. Si el fenomeno de activacion no se

produce, el ADN no integrado es degradado por las ADNasas celulares.

3) Etapas tardias: reactivacion y replicacion viral.

El VIH integrado en el genoma celular puede permanecer en estado latente,
replicarse de forma controlada o experimentar una replicacion masiva, con el

consiguiente efecto citopatico sobre la célula infectada.

Para llevar a cabo la replicacion virica el ADN proviral tiene que transcribirse
para sintetizar ARN mensajero. El inicio de la transcripcion del ADN proviral, que se
encuentra en los linfocitos CD4 en forma latente, precisa de una serie de factores
celulares, entre los que destaca la familia de factores Rel/NF-kB/NF-AT (Alcami,
1995), cuya forma activa no existe en los linfocitos CD4 en estado de reposo celular,
sino que se induce unicamente en el curso de los procesos de activacion
inmunoldgica. Por tanto, la replicacion del VIH depende absolutamente de la

activacion de los linfocitos infectados.

La expresion genética temprana comprende la transcripcion de los genes
reguladores ftat, rev y nef mientras que la tardia incluye los genes estructurales y

enzimaticos codificados por gag, pol y env, asi como los accesorios vif, vpry vpu. El
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gen tat codifica una proteina que aumenta la tasa de transcripcion del genoma del
VIH y, en cooperacién con otros factores celulares, permite la elongacion completa
del ARN mensajero del virus (Greene, 1991). Este es transportado al citosol y
procesado en ARNs de distintos tamafos. La proteina codificada por rev procesa y
facilita el transporte de los ARNm del nucleo al reticulo endoplasmatico rugoso,

donde son traducidos en proteinas por los ribosomas celulares.

Una vez sintetizadas, las proteinas virales deben ser procesadas antes de
ensamblarse en lo que seran las particulas virales maduras. Una enzima
fundamental en la produccion de los viriones es la proteasa viral, enzima que
provoca la rotura de la poliproteina gag en las proteinas de la capside y
nucleocapside (p6, p9, p17, p24), y de la poliproteina pol, precursora de todas las
enzimas del VIH. Sin embargo, el procesamiento de la gp160 en gp41 y gp120 se
produce por una proteasa celular. La maduracion final de los viriones y el
ensamblaje correcto de las proteinas virales se produce al final del ciclo infectivo.
Posteriormente el nucleoide se desplaza a la membrana celular, donde se recubre
de la membrana lipidica y de glucoproteinas de superficie adheridas a ella. A
continuacion, la particula viral madura se desprende por gemacion. Asi pues, la
proteasa es esencial para que tenga lugar un ciclo vital normal del VIH vy, sin su

accion, las particulas virales no seran infecciosas.

1.3. EVOLUCION DE LOS PARAMETROS VIROLOGICOS E INMUNOLOGICOS
DE LOS PACIENTES INFECTADOS POR EL VIH.

En base a la evolucion de los parametros virolégicos e inmunoldgicos en el
curso de la infeccién VIH, distinguiremos tres periodos: primoinfeccion, fase crénica

y fase avanzada (Pantaleo y Fauci, 1995).

Durante |la fase de primoinfeccion o infeccion aguda, que corresponde al
periodo inmediatamente posterior al contacto con el VIH (2-6 semanas), el virus se
disemina extensamente por los 6rganos linfoides. Existen unos altos niveles de
viremia, que se acompana de una disminucion paralela en la cifra de linfocitos CD4,
proporcional a la carga viral observada. La primera respuesta inmnologica
corresponde a los linfocitos T CD8+ citotoxicos, que destruyen las células infectadas

que expresan antigenos virales en su superficie.
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Respuesta Immune
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Figura 1.5. Evolucién virolégica e immunolégica de la infeccién por el
VIH (Paredes et al., 1999).

La fase crénica asintomatica corresponde a un periodo que puede durar
desde meses hasta mas de 15 afos. La viremia desciende de forma acusada hasta
llegar a niveles indetectables, coincidiendo con la estimulacion del sistema inmune;
sin embargo, persiste la replicacion viral a bajo nivel en determinados reservorios del
organismo, ya que la respuesta inmune es incapaz de erradicar el virus del
organismo. El nivel de viremia en este periodo se asocia con los afios que durara
éste, de forma que a menor nivel de viremia, mayor sera su duracion. Los niveles de
linfocitos CD4 tienden a descender progresivamente. Esta caida conduce a la
infeccién avanzada o SIDA cuando los niveles de linfocitos T son muy bajos (a
partir de unos 200/ul), coincidiendo con una aceleracion de la replicacion viral y el
consiguiente incremento de la cantidad de virus y células infectadas circulantes
(Landesman, 1996; O’Brien et al., 1996). A largo plazo, el virus y sus mecanismos
de diversidad y evasidn superan la respuesta inmunoldgica y la capacidad de

regeneracion del sistema inmune, que es progresivamente destruido.

Entre los parametros virolégicos e inmunolégicos empleados para el
seguimiento de la evolucion de la infeccion por el VIH, en la actualidad se considera
que el nivel de linfocitos CD4 es el parametro mas importante para decidir el inicio
del tratamiento en pacientes asintomaticos. Asimismo, la carga viral plasmatica (CV)

y el nivel de CD4 deben monitorizarse periddicamente para la valoracion de la
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respuesta al tratamiento (Hammer et al., 2006; Panel de Expertos GESIDA-Plan
Nacional sobre SIDA, 2008); aunque generalmente en los pacientes que reciben
tratamiento un aumento de la CV precede o coincide con una disminucién en los
niveles de linfocitos CD4, se han descrito discordancias entre ambos parametros,
debidas entre otros factores a una escasa adherencia al tratamiento y relacionadas

con una mayor mortalidad (Moore et al., 2005).

1.4. VARIABILIDAD GENETICA.

Los dos principios que dirigen la evolucién de los seres vivos para adaptarse
a los cambios ambientales son la mutacion y la seleccion natural. Estos mismos
principios son aplicables a la evolucién viral, especialmente en el caso de virus ARN,
entre ellos el VIH, que muestran una alta tasa de variabilidad e inestabilidad
genética, basando su estrategia adaptativa en una continua produccién de mutantes

a los que la seleccion conduce a su mantenimiento, expansion o extincion.

La capacidad adaptativa del VIH-1 se basa en la alta tasa de error de las
enzimas implicadas en la replicacién viral, la rapida cinética de recambio viral a lo
largo de toda la infeccidn y en la plasticidad de las proteinas virales (estructurales y

enzimaticas).

1.4.1. Tasa de mutacion.

La tasa de mutacién se define como el numero de bases incorrectamente
incorporadas por nucledtido y por ronda de replicacion, y representa el numero de
veces que la enzima incorpora un nucleétido erréneo. La tasa de mutacion es del
orden de 10™* a 107 sustituciones por nucleétido y por ciclo replicativo (Drake et al.,

1998), frente a 10° a 107 sustituciones en el ADN celular.

La base bioquimica de la diferencia en tasas de error entre los genes virales y
celulares es la ausencia de un mecanismo corrector en las polimerasas y
retrotranscriptasas de los virus ARN, como la actividad exonucleasa 3’-5’, presente
en las ADN polimerasas ADN-dependientes celulares; por esta razon, los

nucledtidos incorporados por error no son eliminados.
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Dado que el genoma del VIH-1 tiene una longitud de unos 10.000 pares de
bases, cabe esperar la presencia de una mutacion en cada nueva hebra de acido
nucleico que se sintetice, lo que originara numerosas variantes genéticas del virus.
Se ha estimado que en el paciente infectado existen entre 5:10° y 5:10'° variantes
genéticas, dependiendo del estadio de la infeccion y de las variaciones entre

individuos.

1.4.2. Cinética de replicacién.

Mediante el estudio de la cinética de replicaciéon del VIH se ha demostrado
que se renuevan cada dia del orden de 10° a 10" particulas virales en un sujeto
infectado no sometido a terapia antirretroviral, lo que conlleva la destruccion directa
de 10" a 108 linfocitos CD4. Por tanto, tendran un indice de recambio de 10 a 100
veces superior al fisiolégico, lo que implica que en situacion de equilibrio
aproximadamente cada 15 dias se remueva la totalidad de los linfocitos CD4
circulantes. Esta dinamica es continua, incluso en fases asintomaticas de la

infeccion (Perelson et al., 1996).

Cuando se instaura un tratamiento se estima que la vida media de un viridn
es de unas 6 horas y la de un linfocito infectado que replica activamente el VIH se ha
estimado en 2,2 dias (Ogg et al., 1999). Por tanto, la casi totalidad de la poblacion
viral del plasma se renueva cada dia. El tiempo transcurrido desde la liberacion de
un viridn hasta que infecta otra célula y se produce la liberacion de una nueva
generacion de viriones se denomina tiempo de generacion media del virus y se ha
estimado en 2,6 dias como. Globalmente se ha calculado que cada célula infectada
produce entre 10* y 10° particulas virales (la mayoria de las cuales son defectivas) y
se estima que un 1% del total de linfocitos CD4 del organismo son infectados “de

novo” diariamente y destruidos por efecto citopatico (Perelson et al., 1996).

Esta elevada dinamica poblacional confiere al VIH una gran capacidad
evolutiva en respuesta a presiones selectivas, tanto procedentes del propio

organismo (sistema inmune) como del exterior (tratamiento antirretroviral).
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1.4.3. El concepto de cuasiespecie.

Como consecuencia del proceso de variacion genética las poblaciones de
virus ARN estan formadas por distribuciones dinamicas de genomas viricos no
idénticos pero genéticamente relacionados, denominados cuasiespecies (Domingo
et al., 1985). Las cuasiespecies se hallan sometidas a un continuo proceso de
variacion, competicion y seleccion que permiten al virus adaptarse rapidamente al
huésped de acuerdo con el ambiente (Eigen et al., 1996). A medida que progresa la
infeccidbn se imponen por competiciébn y seleccion variantes con mayor eficacia
bioldgica.

En algunos casos, un genoma con una secuencia definida puede ser el
mayoritario y se denomina secuencia master o secuencia maestra de la
poblacion; es la que muestra mayor eficacia replicativa en el conjunto de mutantes y

comprende las variantes mas homogéneas y frecuentes (Najera et al., 1995).

Toda poblacion de virus ARN presenta una secuencia definida
estadisticamente, llamada secuencia promedio o consenso, que tiene en cada
posicidon el nucledtido mas frecuente del conjunto de moléculas de la poblacion y no
necesariamente coincide con la secuencia promedio 0 consenso de la poblacién. En
un ambiente constante puede darse un equilibrio poblacional que conduce a una
estasis evolutiva, mientras que las perturbaciones ambientales suelen disparar la

rapida evolucion viral (Domingo et al., 1994; Domingo et al., 1996).

En el organismo del hospedador se producen una serie de presiones
selectivas, como la respuesta inmune, que representan para el virus “cuellos de
botella” que fuerzan la seleccibn de cuasiespecies con capacidad replicativa
(Lukashov et al., 1998).

De igual forma, el tratamiento antirretroviral supone una presion selectiva
afiadida aplicada desde el exterior, que afecta la dinamica poblacional y selecciona
variantes progresivamente resistentes a la medicacion (figura 1.6). En cada
individuo infectado se producen al dia 10" nuevos viriones, por lo que es facil que
aparezcan cuasiespecies con mutaciones que les confieren una menor
susceptibilidad al farmaco presente en el organismo pero permanecen a niveles
bajos en la poblacién virica global hasta que surge la presion selectiva del

tratamiento antirretroviral. Por tanto, las cuasiespecies viricas poseen una memoria
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de su historia evolutiva en forma de componentes minoritarios de su espectro de
mutantes. Ello tiene un considerable numero de implicaciones bioldgicas, incluida la
posibilidad de reemergencia de virus ancestrales cuando se modifican las pautas
terapéuticas. La presion selectiva ejercida por los farmacos sustituira a las
subpoblaciones sensibles por otras resistentes pero sin eliminar por completo las
primeras, que permanecen en los reservorios, por lo que al cesar la presion por
cambio de medicamento pueden volver a predominar subpoblaciones sensibles
(Najera et al., 1995).

Se ha demostrado que, a pesar de la exposicion continua a multiples
variantes del VIH-1, los virus aislados de un mismo individuo estan filogenéticamente
mas proximos entre si, es decir, la proximidad genética entre ellos es mayor que con

las variantes de personas no relacionadas epidemiolégicamente.

Cuando proceden de individuos no relacionados epidemiolégicamente, la
relacion entre los virus de una region geografica concreta esta relacionada con el
tiempo que el virus lleva circulando en esa poblacion y el numero de cepas que

iniciaron su difusion.

1.4.4. Eficacia biolégica o fitness viral.

La frecuencia de cada mutante en particular en la poblacién virica no
solamente esta determinada por la tasa de mutacién en la posicion considerada,
sino también por su eficacia bioldgica (fitness viral) con respecto al resto de
mutantes presentes en la cuasiespecie. La eficacia bioldgica mide la capacidad de
una cuasiespecie para imponerse a otra en un proceso competitivo de replicacion,
de manera que predominaran las variantes que mejor se adapten a un cambio
ambiental (Domingo, 1997; Domingo, 1996). La eficacia bioldgica indica el grado de
eficacia con el que un determinado genoma se adapta a una nueva circunstancia.
Por ejemplo, en presencia de farmacos antirretrovirales prevaleceran no los virus
mas resistentes, sino los que mejor se adapten y mantengan conjuntamente

capacidad de resistencia y alto nivel de replicacion.
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Cuasiespecies en la poblacion viral en individuos sin ningun tipo de
presion selectiva:

e SALVAJE
(WILD TYPE)

® MUTANTE

Efecto inicial de la presion interna o externa, el numero de virus se
reduce pero alguna cuasiespecie persiste:

Drug Pr
® SALVAJE

® MUTANTE

Si continua la presion, las cuasiespecies resistentes comenzaran a
dominar y escaparan al control:

®  SALVAJE

® MUTANTE

Figura 1.6. Seleccién de cuasiespecies.
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1.5. DIVERSIDAD GENETICA DEL VIH.

La alta tasa de variabilidad e inestabilidad genética es la causa de la elevada
diversidad del VIH. El virus emplea los mecanismos de mutacion y recombinacion

para provocar un alto grado de heterogeneidad entre subtipos.

1.5.1. Clasificacion del VIH.
1.5.1.1. Tipos.

Se han identificado dos tipos de VIH: VIH-1 y VIH-2. El VIH-1 es el mas
extendido y el responsable de la mayor parte de los casos de infeccién por VIH en el
mundo. El VIH-2, identificado en 1986, tuvo inicialmente una distribucion limitada
geograficamente al Africa Occidental, pero actualmente en Europa se han

comunicado ya mas de un millar de casos de infeccién por el VIH-2.

Ambos tipos de virus difieren en su epidemiologia y en su historia natural. El
VIH-2 es mas cercano filogenéticamente al virus de la inmunodeficiencia del simio
(SIV) que al VIH-1, y parece ser menos patogénico y menos transmisible que el VIH-
1. El tiempo de supervivencia tras el diagndstico de SIDA también es mas

prolongado en pacientes infectados por VIH-2 que en aquellos portadores del VIH-1.

1.5.1.2. Grupos y subtipos.

Como resultado de los andlisis filogenéticos basados en sus secuencias
geénicas (principalmente en los genes gag y env), el VIH-1 se ha clasificado en tres
grandes grupos: grupo M (main o principal), grupo O (outlier o lejano) y grupo N
(no M, no O) (Robertson et al., 2000). Cada uno de estos grupos tiene sus propias
relaciones filogenéticas, lo que sugiere introducciones independientes del VIH-1 en
la poblacion humana. La mayoria de las cepas de VIH-1 pertenecen al grupo M,
mientras que las de los grupos O y N provienen principalmente de Africa Central
(Perrin et al., 2003).

El grupo M es el unico del VIH-1 que ha sido subdividido en varios subtipos:
A-D, F-H, J y K (los subtipos E e | s6lo se han detectado en segmentos de cepas
recombinantes). Algunos subtipos se clasifican a su vez en sub-subtipos, por

ejemplo, el subtipo F esta subdividido en dos subclases, F1y F2. Los subtipos By D
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deberian ser considerados como subclases de un unico subtipo, pero por razones
histéricas es dificil cambiar estas designaciones (Peeters et al., 2003). También

dentro del subtipo A, se han descrito las cepas de la subclase A2.

El VIH-2 se clasifica en 8 subtipos, del A al H, siendo el subtipo A vy, en
menor medida el B, los mas frecuentes a nivel mundial (Holguin et al., 2005). Hasta
que una cepa reune los criterios para ser definida como un nuevo subtipo nos

referimos a ella como U (unclassified, no clasificada).

Tabla 1.4. CLASIFICACION DEL VIH.

VIH-1 Grupo M (main) 9 subtipos: A-D, F-H, J, K
34 CRFs

Grupo O (outlier)

Grupo N (new)
VIH-2 8 subtipos (A-H)

1.5.1.3. Formas circulantes recombinantes (CRFs).

La secuenciacidon de genomas completos del VIH ha demostrado la existencia
de recombinantes intersubtipo, llamados formas circulantes recombinantes (CRFs),

taxonémicamente situadas al mismo nivel que los subtipos del grupo M.

La recombinacion constituye una fuente adicional de variacién del VIH y
desempena un papel esencial en su evolucidén y en la expansion geografica de los
subtipos. Ocurre durante el paso de retrotranscripcién y antes de la integracion,
cuando dos cepas diferentes del virus infectan la misma célula (Clavel y Pomerantz,
2002), por lo que es mas frecuente en areas geograficas donde estan presentes
diferentes subtipos. Para que se produzca la recombinacion, los dos provirus
parentales distintos han de integrarse en el mismo nucleo. La expresion simultanea y
el empaquetamiento correcto del ARN viral generan una primera poblacion
heterozigota de particulas virales. La recombinacion ocurre sélo tras la reinfeccion
de esa primera generacion de virus heterozigotos en nuevas células. Las dos hebras
de ARN sirven de forma alternativa de molde para la sintesis del genoma proviral por

la transcriptasa inversa, generandose un virus recombinante (figura 1.7). La
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recombinacién puede ocurrir entre diferentes genes o en diferentes regiones de un
mismo gen, por lo que para su deteccion es necesario analizar distintas regiones

gendmicas del VIH.

ViHa VIHb

QD
z
>

o

RT
DNA

VIH mosaico ab

a RNA b

Figura 1.7. Recombinacién del VIH.

Mas de la mitad de los aislados de VIH-1 secuenciados hasta el momento son
recombinantes. La recombinacion permite mayores saltos evolutivos que las
mutaciones puntuales y puede dar lugar a virus mas resistentes a la presion

selectiva del sistema inmune o de los antirretrovirales.

Hasta el momento se han descrito 34 CRFs (tabla 1.5). Cada CRF se
designa con un numero de identificacion, indicativo del orden cronolégico de su
descubrimiento, seguido de unas letras colocadas en orden alfabético, indicativas de
los subtipos que lo forman. Si el genoma contiene secuencias originarias de mas de

dos subtipos, las letras se reemplazan por “cpx” (complex).

También se han descrito recombinantes entre variantes del mismo subtipo
(Allen y Altfeld, 2003; Koelsch et al., 2003; Requejo, 2006; Smith et al., 2005), entre
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los grupos M y O (Aghokeng et al., 2004; Vanden Haesevelde et al., 1994) y entre
distintos CRFs; sin embargo, aunque se han descrito infecciones duales por VIH-1y
VIH-2, no se han detectado virus recombinantes entre ambos (Requejo, 2006). Los
genomas mosaico que no reunen los requisitos necesarios para constituir un nuevo

CRF se denominan URFs (formas recombinantes unicas o no clasificables) (Perrin

et al., 2003).

Tabla 1.5. Formas circulantes recombinantes (CRFs) del VIH-1 grupo M y subtipos
que las componen (www.hiv.lanl.gov. Ultima modificacion: Octubre 2007)
Nombre Subtipos Nombre Subtipos
CRFO1_AE AE CRF18_cpx A1,F, G, H K, U
CRF02_AG A G CRF19_cpx A1,D,G
CRF03_AB A B CRF20_BG B, G
CRF04_cpx A G H K, U CRF21_A2D A2,D
CRF05_DF D,F CRF22_01A1 CRFO01, A1
CRF06_cpx A G, J K CRF23_BG B, G
CRF07_BC B, C CRF24_BG B, G
CRF08_BC B, C CRF25_cpx A G, U
CRFO09_cpx CRF02, A, U CRF26_AU AU
CRF10_CD C,D CRF27 Pendiente
CRF11_cpx A, CRFO01, G, J CRF28_BF B, F
CRF12_BF B, F CRF29_BF B, F
CRF13_cpx A, CRF01, G, J, U CRF30 CRF02, CRF06
CRF14_BG B, G CRF31_BC B,C
CRF15_01B CRFO01, B CRF32_06A1 CRFO06, A1
CRF16_A2D A2,D CRF33_01B CRFO01, B
CRF17_BF B, F CRF34_01B CRF01, B
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1.5.2. Distribucién geografica del VIH.

Al comienzo de la epidemia VIH-1 y VIH-2 tenian la misma prevalencia pero
estaban geograficamente separados: el VIH-1 predominaba en el este y centro de
Africa, mientras que el VIH-2 se situaba principalmente en Africa Occidental (Gilbert
et al., 2003). Posteriormente, la infeccion por VIH-1 del grupo M (con sus multiples
variantes) se expandié mundialmente (Geretti, 2006). La infeccion por grupo O es
menos comun: supone menos del 10% en Camerun, (Yamaguchi et al., 2004),
aunque se han descrito ya casos en Europa y Estados Unidos. La infeccidén por el
grupo N se localiza en Africa Central-Occidental, méas concretamente en Camerin
(Arien et al., 2005).

A nivel mundial, las formas mas prevalentes del VIH-1 grupo M son los
subtipos A y C, junto con los recombinantes CRF02_AG y CRF01_AE. En la tabla
1.6 se muestra la distribucidn geografica de los diferentes subtipos del VIH-1 y
CRFs. Aunque inicialmente cada subtipo ocupaba un area geografica definida, en la
actualidad los limites geograficos entre subtipos van desapareciendo (figura 1.8),
debido a la gran movilidad de la poblacién por la emigracion y el turismo. Entre otras
consecuencias, esto favorece el aumento de las infecciones mixtas en regiones

donde coexisten varios tipos de virus (Gascon, 2003).

En Africa existe la mayor diversidad genética, coexistiendo practicamente
todos los subtipos, aunque con grandes diferencias en su distribucion entre las
diferentes regiones. Los subtipos A y C y el recombinante CRF_02 son los mas

prevalentes (Arien et al., 2005).

En Europa Occidental, Norteamérica y Australia predomina el subtipo B,
aunque paulatinamente se estan introduciendo los subtipos no-B y distintos CRFs,
especialmente en los paises con gran afluencia de inmigracion subsahariana (Fleury
et al., 2003; Herring et al., 2003; Lospitao et al., 2003; Mendoza et al., 2005).

En Europa Oriental y Asia Central el subtipo A es el mas prevalente (79%),
seguido del B, el CRF03_AB y los subtipos C y F. En Tailandia la transmision
heterosexual se debe principalmente a CRF01_AE, mientras que la epidemia inicial
entre ADVP fue debida a una variante del subtipo B (Thai B). En la India las cepas

del subtipo C son responsables de 97% de las infecciones (Hemelaar et al., 2006).
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En América Central y del Sur y el Caribe circula preferentemente el subtipo
B; sin embargo, en Brasil también es frecuente el subtipo F (Sa-Ferreira et al.,
2007), el subtipo C en el sur del pais (Soares et al., 2005) y se ha descrito una
variante de B (Bb) entre los UDVP. En Argentina y Uruguay el recombinante

CRF12_BF posee la mayor prevalencia, especialmente en relacion con UDVP

(Hierholzer et al., 2002).

Tabla 1.6. Distribucion mundial del VIH (McCutchan FE, 2006).

GRUPO |Subclasificaciéon |REGION

A (A1-A4) Africa, Europa

B Europa, América, Tailandia, India, Australia

c Africa, India, Malasia

D Africa
M F (F1, F2) Africa Central Occidental

G Africa Central Occidental

H Africa Central Occidental

J Africa Central Occidental

K Africa Central Occidental

CRFO01_AE Sudeste de Asia

CRF02_AG Africa Occidental

CFRO03_AB Rusia

CRF04_cpx Africa, Chipre, Grecia

CRF05_DF Africa Central

CRF06_cpx Africa Occidental

CRF07_BC China
CRF GRF08_BC Ch?na .

CRF09_cpx Africa Occidental

CRF10_CD Tanzania

CRF11_cpx Africa Central Occidental

CRF12_BF Argentina

CRF13_cpx Africa Central Occidental

CRF14_BG Espana, Portugal

CRF15_01E Tailandia

CRF16_A2D Kenia

AC, AD, CD, Kenia, Ruanda, Tanzania, Uganda, Nigeria,
URE ACD cpx Cam-erun .

BF Brasil, Argentina

CRFO01_AE/B Tailandia, Myanmar (antigua Birmania)
0] Camerun, Senegal
N Camerun

24




CRF0OB_BC
B' C

s '1

CRFOZ_AG
D,C 1 B
CRFOB_cpx

= Subtype A HIV-2 (A, B)

Subtype B LS Sy -

Bl subtypeC . & B | i)

B Subtype D A )

B Subtype F cReol Ao 1 CRFGS "AG

B CRFO1_AE CRF02_AG Egﬁél o

BN CRFOZ_AG CRF11_cpx 1

B CRFO7_BC c

E g;l.:ms_ac = Ckr10 D
Recombina

B Subtype B' (Thai B)
Bl Multiple Subtypes

Figura 1.8. Prevalencia mundial y distribucion del VIH (Butler et al., 2007).



Introduccién

1.5.3. Implicaciones clinicas y epidemiolégicas de los subtipos del VIH.

La mayoria de los primeros genomas analizados a nivel molecular y
fenotipico del VIH-1 fueron variantes del subtipo B, que eran las formas mas
prevalentes en los paises desarrollados. Por este motivo, gran parte de las
investigaciones sobre biologia y patogénesis del VIH-1 se realizaron con cepas
de este subtipo. Sin embargo, las consecuencias sobre transmisibilidad,
patogenicidad, diagndstico, tratamiento y disefio de vacunas que resultan de la
alta tasa de variabilidad genética del VIH hacen esencial la caracterizacion de

los subtipos del VIH-1 que circulan en cada area geografica.

Basandose en las diferencias de transmisibilidad entre VIH-1 y VIH-2, se
ha sugerido que ciertos subtipos pueden presentar un mecanismo
predominante de transmision (homosexual, heterosexual, vertical o
parenteral), pero esto no ha sido aun demostrado (Gao et al., 1996; van
Harmelen et al., 1997). Algunos trabajos han encontrado diferencias entre los
subtipos y el grado de progresion a SIDA (Kaleebu et al., 2002), al contrario
que otros (Alaeus et al., 1999). Las diferencias entre los resultados de estos
estudios podrian deberse también a factores ajenos al virus (huésped,

condiciones ambientales, disefio de los estudios, tamano de muestra, etc.).

Los procedimientos diagndésticos, optimizados inicialmente para el
diagndstico del subtipo B, pueden dar resultados falsamente negativos o
dudosos cuando se aplican a otros subtipos. De ahi la importancia de
incorporar subtipos no-B en técnicas de diagnostico de VIH, tanto serologico
(Tatt et al., 2001; Aghokeng et al., 2004) como molecular (Maes et al., 2004).
Sin embargo, la optimizacién de estas técnicas para subtipos y CRFs poco
frecuentes puede ser dificil, dado el escaso numero de secuencias completas

de las que disponemos, lo que complica su validacion (McCutchan, 2006).

Igualmente, algunas de las técnicas de cuantificacion de la carga
viral se basan en el uso de primers disefiados frente a secuencias del subtipo
B del VIH-1, que podrian no hibridar o hibridar defectuosamente con el genoma
de los aislados de subtipos no-B (Jagodzinski et al., 2000; Swanson et al.,
2001), lo que daria lugar a valores falsos de carga viral, indetectables (Holguin

et al., 1999) o inferiores a los reales (Damond et al., 1999; Harris et al., 2005).
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Con respecto a las técnicas de deteccion de mutaciones de
resistencia a antirretrovirales, actualmente aun existen problemas en la
deteccidon de resistencia en subtipos no-B tanto para los ensayos genotipicos
como fenotipicos (Fontaine et al., 2001; Holguin et al., 2003; Jagodzinski et al.,
2003; Maes et al., 2004).

La variabilidad genética también influye en la respuesta al tratamiento
antirretroviral de los diferentes aislados. Se ha demostrado que los distintos
subtipos del VIH-1 presentan diferencias de sensibilidad a los antirretrovirales
(Palmer et al., 1998). Asi, por ejemplo, los ITINANs, activos frente al VIH-1,
muestran muy poca actividad frente al VIH-2 o VIH-1 grupo O. Igualmente,
enfuvirtida presenta una accion especifica frente al VIH-1 (Wainberg, 2003;
Kantor y Katzenstein, 2004). Sin embargo, la eficacia de los diferentes

antirretrovirales contra los virus no-B no es bien conocida.

El principal reto al que se enfrenta el desarrollo de la vacuna frente al
VIH es precisamente su diversidad genética y rapida variacion (Garber et al.,
2004). Cualquier vacuna que se desarrolle frente al VIH debera ser elaborada
especificamente para cada area geografica, es decir, dirigida contra los
subtipos presentes en dicha area. Con este fin, se deberian incluir epitopos
conservados de los subtipos que circulan en la regidn donde se va a
administrar, o de cepas que puedan dar una neutralizaciéon cruzada, para que

la proteccién sea mas completa y eficaz.

1.6. FARMACOS ANTIRRETROVIRALES.

La erradicacion completa del VIH no es posible con los farmacos
antirretrovirales de los que disponemos actualmente, puesto que los virus que
se encuentran en estado de latencia en los linfocitos T CD4 desde los estadios
iniciales de la infeccién aguda (Chun et al., 1998) son capaces de persistir
durante largo tiempo a pesar de que se logre una supresion prolongada de la
viremia (Wong et al., 1997). Por tanto, los objetivos que llevan a iniciar el
tratamiento antirretroviral son: reducir la morbilidad relacionada con el VIH y
prolongar la supervivencia, mejorar la calidad de vida del paciente, restaurar y

preservar la funcion inmunoldgica, lograr una supresion de la CV duradera y

27



Introduccién

prevenir la transmision vertical de VIH. Se deben disefiar estrategias
terapéuticas que eviten o retrasen la seleccion de mutaciones que causen
resistencias cruzadas y que limitarian la eficacia de los regimenes terapéuticos
posteriores. Para lograr el éxito terapéutico, los regimenes de tratamiento
deben contener al menos 2 o, preferiblemente, 3 farmacos activos,
pertenecientes a varias familias farmacolodgicas (DHHS Panel on Antiretroviral
Guidelines for Adult and Adolescents, 2007). Esto supondra una barrera
genética, farmacocinética y farmacodinamica que dificultara al VIH desarrollar
resistencias a los farmacos antirretrovirales (Hammer et al., 1997; Drusano et
al., 1998).

En los pacientes con infeccion por VIH-1 multirresistente o sin opciones
terapéuticas en un futuro proximo resulta muy dificil o imposible conseguir la
supresion de la CV, por lo que el objetivo terapéutico consistira en preservar la
funcién inmune y evitar la progresién clinica de la infeccion. Conseguir
recuentos de linfocitos CD4+ >200 p/l o un descenso de al menos 0,5 logio en
la CV se considera un éxito terapéutico, ya que suele acompafarse de un
enlentecimiento en la progresién clinica. El mega-HAART es una opcién
terapéutica de rescate que persigue la supresion completa de la replicacion
viral mediante la terapia combinada con cinco o mas farmacos (por ejemplo, 2
IPs potenciados + 2-3 ITIANs = ITINAN); sin embargo, estas pautas no han
demostrado beneficio clinico, son muy dificiles de cumplir, presentan una
elevada toxicidad y son muy caras. Tampoco se han obtenido buenos
resultados con la interrupcion temporal del tratamiento en pacientes con
multiples fracasos terapéuticos, en los que se produjo un descenso importante
del numero de linfocitos CD4+ y un mayor riesgo de progresiéon clinica en
comparacién con los pacientes que continuaban recibiendo tratamiento (Panel
de Expertos de GESIDA-PNS, 2007).

Los farmacos antirretrovirales aprobados hasta el momento se pueden
clasificar en cuatro grupos principales: inhibidores de la RT analogos de
nucledsidos o nucledtidos (ITIAN), inhibidores de la RT no analogos de
nucledsidos (ITINAN), inhibidores de la proteasa (IP), inhibidores de la entrada

y la fusién e inhibidores de la integrasa (tabla 1.7).
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Tabla 1.7. Farmacos antirretrovirales aprobados por la FDA (Enero 2008).

INHIBIDORES DE LA TRANSCRIPTASA INVERSA
- ANALOGOS DE NUCLEOSIDOS/NUCLEOTIDOS (ITIANSs)
ZIDOVUDINA (AZT)
DIDANOSINA (ddl)
ZALCITABINA (ddC)
ESTAVUDINA (d4T)
EMTRICITABINA (FTC)
LAMIVUDINA (3TC)
ABACAVIR (ABC)
TENOFOVIR DF (TDF)
- NO ANALOGOS DE NUCLEOSIDOS (ITINANSs)
NEVIRAPINA (NVP)
DELAVIRDINA (DLV)
EFAVIRENZ (EFV)
ETRAVIRINA (ETV, antes TMC-125)
INHIBIDORES DE LA PROTEASA (IPs)
NELFINAVIR (NFV)
SAQUINAVIR (SQV)
INDINAVIR (IDV)
RITONAVIR (RTV)
LOPINAVIR (LPV)
ATAZANAVIR (ATV)
FOSAMPRENAVIR (FPV)
TIPRANAVIR (TPV)
DARUNAVIR (DRV, antes TMC-114)
INHIBIDORES DE LA ENTRADA Y LA FUSION
ENFUVIRTIDE (ENF, antes T-20)
MARAVIROC (MVC)
INHIBIDORES DE LA INTEGRASA
RALTEGRAVIR (RAL)

1.6.1. Inhibidores de la transcriptasa inversa.

La RT, enzima fundamental en el ciclo biolégico del VIH, es un
heterodimero compuesto de dos subunidades, denominadas p66 y p51. En la
subunidad p66 se localiza el sitio activo del enzima, formado por el dominio

polimerasa unido al dominio ARNasa H. El dominio polimerasa tiene una
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morfologia peculiar, ya que recuerda la forma de una mano derecha, con tres
subdominios denominados fingers (dedos), palm (palma) y thumb (pulgar). La
RT sintetiza ADN, utilizando como molde ARN (actividad ADN polimerasa ARN-
dependiente) o ADN (actividad ADN polimerasa ADN-dependiente), y degrada
ARN cuando éste se encuentra formando parte del complejo ARN-ADN
(actividad RNasa H).

Los inhibidores de la RT se clasifican en dos grandes grupos en base a
sus caracteristicas moleculares, que determinan mecanismos de inhibicién
distintos para ambos grupos de farmacos:

- Inhibidores de la RT Analogos de Nucledsidos o Nucleétidos (ITIAN).

- Inhibidores de la RT No Analogos de Nucledsidos (ITINAN).

1.6.1.1. Inhibidores de la RT Analogos de Nucleésidos / Nucleétidos
(ITIANs).

Los farmacos inhibidores de la RT Analogos de Nucleésidos son
estructuralmente semejantes a los nucledsidos naturales y, al igual que éstos,
requieren ser trifosforilados en el citoplasma celular por una fosfoquinasa para
ser biolégicamente activos. Una vez fosforilados, compiten con los dNTPs en
su incorporacion a la cadena de ADN sintetizada por la RT (Arts y Wainberg,
1996) interrumpiendo su proceso de sintesis, ya que carecen de grupo hidroxilo
en la posiciéon 3’ del azucar y los nuevos nucleétidos no se pueden unir a la

cadena de ADN sintetizada.

Los inhibidores de la RT Analogos de Nucleétidos actuan de forma
similar a los analogos de nucledsidos pero, al estar parcialmente fosforilados,

necesitan menos fosforilaciones en el interior de la célula para ser activos.

- Azidotimidina o Zidovudina (AZT, ZDV): aunque se sintetizdé en 1964 como
farmaco antineoplasico, su actividad antirretroviral no se descubrié hasta
1985. Fue el primer farmaco aprobado por la FDA para el tratamiento de la
infeccion por VIH (1987). Es un analogo del nucledsido timidina con actividad

frente al VIH-1 y, en menor grado, frente al VIH-2 (Ribera et al., 2004).
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- Didanosina (ddl): es un analogo de la adenosina que se fosforila a
didesoxiadenosina-trifosfato en el interior de la célula. Fue aprobado por la
FDA para el tratamiento antirretroviral en 1991. Presenta una elevada barrera
genetica (Ortega, 2004)

- Zalcitabina (ddC): es un analogo del nucledsido citosina comercializado

desde 1992. Actualmente su uso es muy poco frecuente.

- Estavudina (d4T): es un farmaco analogo del nucleésido timidina, con una
eficacia clinica similar al AZT (Spruance et al., 1997). Fue aprobado por la

FDA para tratamiento antirretroviral en 1995.

- Lamivudina (3TC): este farmaco es un analogo del nucledsido citosina, que
fue aprobado en 1995 por la FDA para su uso combinado, ya que posee una

baja barrera genética (Guardiola et al., 2004).

- Abacavir (ABC): este analogo del nucledsido guanosina fue aprobado por la
FDA en 1998 para su uso clinico en combinacién con otros antirretrovirales.
Fue disefado especificamente para incrementar la potencia, biodisponibilidad
oral y penetracion en el sistema nervioso central, en comparacion con otros
analogos de nucleosidos previos. Posee una elevada barrera genética (Antela
et al., 2004).

- Emtricitabina (FTC): fue aprobada por la FDA en 2003 para su uso
combinado con otros farmacos antirretrovirales. Posee una estructura similar
a 3TC pero su actividad in vitro frente al VIH-1 es 5-10 veces superior. La
incidencia de la mutacién M184V cuando se administra FTC (siempre dentro
de un régimen que incluya otros farmacos activos) es menor que con 3TC,
(Rivero y Camacho, 2005).

- Tenofovir (TDF): el TDF es un inhibidor de la RT analogo de la timidina, con
actividad in vitro frente a retrovirus y hepadnavirus. Se administra por via oral
como profarmaco, tenofovir disoproxil fumarato, convirtiendose una vez
absorbido en tenofovir, que es su forma activa. A diferencia de los farmacos
anteriores, el TDF esta monofosforilado, por lo que requiere menos
reacciones metabdlicas intracelulares para adoptar su forma activa (Tuset y
Miré, 2004). Puede ser empleado tanto en tratamientos de inicio como de

rescate (Moreno et al., 2004).
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1.6.1.2. Inhibidores de la RT No Analogos de Nucleésidos (ITINANs).

Los ITINANs no requieren activacibn metabdlica intracelular. A
diferencia de los ITIANs no se incorporan a la cadena de ADN en formacién
sino que se unen de forma no competitiva a un lugar cercano al centro
catalitico de la enzima, una regién hidrofébica de la subunidad p66 (Spence et
al., 1995). Esta union conduce a un cambio conformacional en la estructura del
enzima, que impide la colocacion correcta del complejo molde-iniciador,

imposibilitando la polimerizacion del ADN (De Clercq, 1999).

Estos farmacos no son activos frente a cepas del VIH-1 del grupo O ni
frente al VIH-2. Algunas cepas del subtipo F también parecen mostrar una

menor sensibilidad a estos farmacos (Fonjungo et al., 2002).

- Nevirapina (NVP): es un farmaco aprobado por la FDA en 1996. Se ha
observado que la resistencia a NVP aparece a las pocas semanas si se
mantiene la viremia detectable en presencia del farmaco (Barreiro y Soriano,
2004). Debido a esta baja barrera genética ha de administrarse dentro de un

régimen de tratamiento triple.

- Efavirenz (EFV): fue aprobado por la FDA en 1998. Posee mayor eficacia
virolégica que NVP. Presenta resistencia cruzada con otros ITINANs (Ferrer
et al., 2004).

- Delavirdina (DLV): este farmaco fue aprobado por la FDA en 1997 para el
tratamiento combinado de la infeccion por VIH-1 pero en Espania no esta

autorizado.

- Etravirina (ETV, TMC-125): ha sido aprobada recientemente por la FDA
(enero de 2008) para tratamientos de rescate. En Espafa se puede solicitar

por uso compasivo o acceso expandido.

1.6.2. Inhibidores de la proteasa.

La proteasa del VIH es un homodimero constituido por dos subunidades
de 99 aminoacidos codificadas en el extremo 5’ del gen pol que interaccionan

con el sustrato a través de una hendidura situada en la zona de contacto entre
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ambas subunidades. Esta enzima actua en la fase final del ciclo de replicaciéon

viral, participando en el procesamiento de las poliproteinas Gag y Gag-Pol.

Los farmacos inhibidores de la proteasa (IPs) se unen al centro activo
de esta enzima, compitiendo con sus sustratos naturales (Gag y Gag-Pol) lo
que resulta en la formacion de particulas virales inmaduras y, por consiguiente,

no infecciosas (Tomasselli y Heinrikcon, 2000).

- Saquinavir (SQV): Fue el primer IP aprobado por la FDA para uso clinico, en
1995. Es un potente inhibidor da la proteasa del VIH-1 y VIH-2. Se suele
administrar con otro IP, Ritonavir, que inhibe el citocromo P450 e incrementa
la biodisponibilidad del SQV (Merry et al., 1997).

- Ritonavir (RTV): fue el segundo IP aprobado (1996). Presenta interacciones
complejas con otros farmacos y su eficacia varia segun pacientes y
situaciones. Actualmente se utiliza a bajas dosis como potenciador del efecto
de otros IP, excepto nelfinavir, debido a su efecto inhibidor del citocromo
P450 (Miralles, 2006).

- Indinavir (IDV): fue aprobado también en 1996. En su mayor parte es
metabolizado por el citocromo P450, por lo que su actividad se incrementa si
se administra junto a ritonavir a pequefias dosis. Actualmente no esta
indicado en regimenes de inicio, debido a su menor eficacia, mayor toxicidad
y mayor complejidad de uso en comparacion con otros IP (Panel de Expertos
de GESIDA y Plan Nacional sobre el SIDA, 2007).

- Nelfinavir (NFV): fue aprobado por la FDA en 1997. Combinado con otros
farmacos antirretrovirales tiene un efecto aditivo (con ddl y d4T) o sinérgico
(AZT, 3TC, ddC) (Partaledis et al., 1995). Por las mismas razones que IDV,
tampoco esta indicado en regimenes de inicio (Panel de Expertos de GESIDA
y Plan Nacional sobre el SIDA, 2007).

- Lopinavir (LPV): este farmaco es un analogo del RTV activo frente a
mutantes resistentes a este ultimo, aprobado por la FDA en el afo 2000. Se
comercializa en una especialidad farmacéutica, Kaletra®, que combina LPV
con una pequenia dosis de RTV. Se utiliza tanto en pacientes naive como en

terapias de rescate (Oldfield et al., 2006). Se esta estudiando su eficacia en
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monoterapia tras la induccidon de respuesta virolégica con triple terapia que
incluye LPV/r (Escobar et al., 2006).

- Fosamprenavir (FOS): este profarmaco del amprenavir, aprobado en 2003,
una vez absorbido por las células epiteliales del intestino es rapidamente
hidrolizado hasta amprenavir, su forma activa, que se une a la proteasa del
VIH. Amprenavir es metabolizado en el higado por el sistema enzimatico
citocromo P450, por lo que su actividad se potencia cuando se administra con

bajas dosis de ritonavir (Arvieux y Tribut, 2005).

- Atazanavir (ATV): fue aprobado por la FDA en 2003. ATZ posee una elevada
selectividad para la proteasa viral por lo que es muy poco téxico (Robinson et
al., 2000). Es activo frente a algunos aislamientos de VIH resistentes a otros
IPs y tiene la ventaja de no ser metabolizado por el citocromo P450. En
pacientes pretratados se recomienda su administracién junto con RTV

(http://aidsinfo.nih.gov).

- Tipranavir (TPV): fue aprobado por la FDA en junio de 2005. A diferencia del
resto de farmacos IPs, no es un analogo peptidico sino un derivado de la
sulfonamida, lo que explica su actividad frente a gran parte de las cepas de
VIH resistentes a los IPs anteriores. Para ser efectivo frente a estas cepas
debe potenciarse con RTV, que eleva su concentracion plasmatica.

(http://aidsinfo.nih.gov).

- Darunavir (DRV, TMC-114): Acaba de ser aprobado por la FDA para el
tratamiento de la infeccidn por VIH en adultos multitratados en los que no se
observa respuesta. Como otros IPs, también debe ser administrado con una
dosis baja de ritonavir y combinado con otros farmacos activos. En estudios
en fase 2b los pacientes cuyo tratamiento incluyd darunavir/ritonavir
alcanzaron mayores porcentajes de reduccidn de la carga viral que aquellos a

los que se administro otro IP potenciado diferente (http://aidsinfo.nih.gov).

1.6.3. Inhibidores de la entrada y la fusién.

- Enfuvirtida (ENF, T-20): es un péptido sintético de 36 aminoacidos derivado

de la secuencia HR2 de la glucoproteina gp41 del HIV-1. Fue aprobado por la
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FDA en 2003. A diferencia de otros farmacos antirretrovirales actua a nivel
extracelular, uniéndose al dominio HR1 de gp41 e inhibiendo el cambio
conformacional de esta glucoproteina. De esta forma previene la fusion entre
la envoltura del HIV y la membrana del linfocito CD4 y, en consecuencia, la
penetracion de la capside viral en la célula huésped (Raffi et al., 2004). Ha
demostrado eficacia virologica e inmunolégica en pacientes altamente

pretratados con fracaso virolégico y multiples mutaciones de resistencia.

- Maraviroc (MVC): ha sido recientemente aprobado por la FDA y la EMEA
(2007) para su administracion en pacientes adultos pretratados infectados por
VIH-1 con tropismo CCRS5, ya que actua bloqueando el co-receptor CCR5 e
impidiendo asi la entrada del virus en la célula (http://aidsinfo.nih.gov). Los
virus con tropismo dual (CXCR4-CCR5) y los CXCR4 son resistentes a

maraviroc.

1.6.4. Inhibidores de la integrasa.

Los farmacos de este grupo actuan inhibiendo la accién de la integrasa,
lo que bloquea la integracion del ADN del VIH en el ADN de la célula. Hasta el
momento raltegravir (RAL, MK-0518) es el unico farmaco de este grupo
aprobado por la FDA (2007). En Espafa se encuentra disponible bajo un
programa de acceso expandido para pacientes en situacién de fracaso

terapéutico.

1.6.5. Nuevos farmacos antirretrovirales en desarrollo.

Con la busqueda de nuevos farmacos se intenta incrementar su potencia,
modificar los perfiles de resistencia, reducir la toxicidad y simplificar las pautas

de administracion. Entre estos nuevos farmacos podemos citar:

- Elvitegravir (EVG, GS-9137): es un nuevo farmaco del grupo de los
inhibidores de la integrasa. La magnitud y durabilidad de la respuesta
virologica aumenta cuando EVG/RTV se combina con otro farmaco potente,

como por ejemplo ENF (Zolopa et al., 2007).

35



Introduccién

- Rilpivirina (TMC-278): pertenece a la clase de los ITINANs. Se encuentra
disponible bajo un programa de acceso expandido. Posee una potencia

similar a EFV pero menos efectos adversos (Ruxrungtham et al., 2007).

- Bevirimat (PA-457): pertenece a una nueva clase de antirretrovirales
conocida como inhibidores de la maduracion. Estos farmacos impiden que
las proteinas y particulas producidas en la célula infectada se articulen para
formar una nueva copia del VIH, lo que reduce el numero total presente en el

organismo (Salzwedel et al., 2007).

- Vicriviroc (SCH-41790, SCH-D): pertenece al grupo de inhibidores del

correceptor CCR5, como maraviroc.

- TNX-355: es un anticuerpo monoclonal en experimentacion que pertenece al
grupo de inhibidores de la entrada. Actua uniéndose al receptor CD4 para

bloquear la entrada del VIH en la célula (http://aidsinfo.nih.gov/).

1.6.6. Formulaciones con combinaciones de antirretrovirales.

El desarrollo de farmacos antiretrovirales coformulados ha supuesto un
gran avance en el tratamiento de los pacientes con infeccion por el VIH, puesto
que mejoran la adherencia al tratamiento al disminuir el numero de
comprimidos, envases y, generalmente también, el numero de tomas diarias.
Los principales antirretrovirales coformulados que se han comercializado en

nuestro pais son:

- Combivir®: AZT 300mg + 3TC 150 mg (1 comp./12 h). Fue la primera
combinacion disponible en el mercado, administrada junto con un IP o un
ITINAN como terapia de inicio en pacientes naive. Se ha demostrado que
retrasa la aparicion de cepas resistentes a AZT en pacientes sin TAR previo;
en pacientes con la mutacion M184YV retrasa la aparicion de cepas resistentes

a analogos de la timidina.

- Trizivir®: AZT 300mg + 3TC 150 mg + ABC 300 mg (1 comp./12 h). Aunque
la comodidad de su posologia mejora la adherencia al tratamiento, en
pacientes con elevada CV basal no es tan efectivo como otras pautas que

incluyen algun IP o ITINAN, por lo que en estos casos no esta indicada como
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terapia de inicio. Esta indicado en caso de no poder utilizar IPs o ITINANs en
pacientes sin fracasos previos o sin tratamientos previos subdptimos con

cualquiera de los farmacos que lo componen.

- Kivexa® ABC 600 mg + 3TC 300 mg (1 comp./24h). Indicado en pacientes
naive con infeccion por VIH-1y VIH-2 en combinacién con un IP, un ITINAN o
un tercer ITIAN. Aunque posee la misma eficacia viroldgica que Combivir® el
incremento de linfocitos CD4 observado con Kivexa® es mayor. Para
administrarlo en pacientes pretratados o con fracaso virolégico es necesario
un estudio previo de resistencias, ya que las mutaciones M184V, K65R, L74V

y Y115F se han asociado con resistencia a Kivexa®.

- Kaletra®: LPV 400 mg + RTV 100 mg (adultos: 3 caps./12 h; nifios: 5ml/12 h);
Kaletra®Meltrex, mas reciente, requiere un menor nimero de comprimidos (2
compr./12 h). Se emplea como tratamiento de primera linea, siendo eficaz y
bien tolerado a largo plazo en la poblacion naive. También esta indicado en
pacientes pretratados con fracaso virologico, mostrando una eficacia igual o
superior a otros IPs. Posee una elevada barrera genética (requiere un gran
numero de mutaciones para adquirir resistencia) y farmacolégica (puesto que

RTV aumenta los niveles plasmaticos de LPV).

- Truvada®: FTC 200 mg + TDF 245 mg. Esta combinaciéon muestra sinergismo
frente a VIH-1. Administrado con EFV a pacientes naives (ensayo GS-934) se
ha observado un efecto antiviral superior a Combivir® + EFV y menores

efectos secundarios.

- Atripla®: EFV 600 mg + FTC 200 mg + TDF 245 mg (1 comp./24h). Aprobado
por la FDA en julio de 2007. Esta indicado en el tratamiento de la infeccion
por el VIH-1 en adultos con supresién virologica (< 50 copias/ml) mantenida

durante mas de 3 meses con su terapia antirretroviral combinada actual.
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1.7. FRACASO TERAPEUTICO.

El fracaso terapéutico se define como una respuesta suboptima a la
terapia desde cualquiera de estos 3 puntos de vista: clinico, inmunolégico y/o
virologico (DHHS Panel on Antiretroviral Guidelines for Adults and Adolescents,
2007; Panel de Expertos de GESIDA y Plan Nacional sobre el SIDA, 2008).

La aparicion de una enfermedad oportunista en un paciente en TARV
debe considerarse como un fracaso clinico, excepto si tienen lugar durante los
primeros 3-6 meses de tratamiento en pacientes con inmunodepresion

avanzada y una respuesta virologica adecuada.

El fallo inmunolégico puede definirse como el fallo en alcanzar vy
mantener un recuento de CD4 >350-500 CD4/mm3 durante 4-7 afios o un
incremento de 50-100 CD4 sobre el recuento basal a pesar de la supresion

virologica.

El fracaso virolégico se define por cualquiera de estas situaciones: CV
detectable a las 24 semanas de iniciado el TARV, o bien, si tras alcanzar una
CV indetectable (<50 copias/ml), ésta vuelve a ser detectable en dos
determinaciones consecutivas. La aparicion aislada de cargas Vvirales
detectables bajas (menores de 1000 copias/mL), denominadas blips, no
siempre es reflejo de fracaso virolégico real y aunque la vigilancia debe
estrecharse no se recomienda modificar el TARGA (Miralles, 2006).

Los recientes avances en terapia antirretroviral no han conseguido evitar
el retorno de la CV a niveles detectables en muchos pacientes. Diversos
factores pueden contribuir al fracaso terapéutico:

- inadecuado cumplimiento de la medicacidn

- alteraciones en el metabolismo intracelular

- farmacocinética suboptima en los diferentes compartimentos del organismo
- potencia farmacoldgica limitada

- interaccién con otros medicamentos

- alteracion en la absorciéon

Todos ellos conducen a la generacién de resistencias al permitir la
replicacién viral. Aunque la aparicion de resistencias es una causa importante
de fracaso terapéutico, no es la unica, y la ausencia de resistencias no predice

necesariamente una buena respuesta clinica.

38



Introduccién

1.8. RESISTENCIA DEL VIH-1 A LOS FARMACOS ANTIRRETROVIRALES.
1.8.1. Dinamica de generacion de resistencias.

Una de las principales causas del fracaso terapéutico es la habilidad del
VIH-1 para desarrollar mutaciones que confieren resistencia a los farmacos
antirretrovirales (Havlir et al., 1998; Rey et al, 1998) debido a dos

circunstancias:
- La elevada tasa de replicacidn viral en los individuos infectados.

- La transcriptasa inversa tiene una elevada tasa de error en la
incorporacion de nucleétidos, debido a que carece de actividad
correctora de errores, generandose moléculas de ARN virico con

frecuentes mutaciones respecto al genoma inicial.

En la dinamica de cuasiespecies se seleccionaran aquellas variantes
que posean una mejor capacidad de adaptacion (fitness viral) que el resto
frente a una nueva circunstancia, por ejemplo, la presencia de antirretrovirales
(Domingo et al., 1997). De manera natural existen variantes del virus con
mutaciones que confieren resistencia, las cuales son seleccionadas ante la
presion farmacolégica y con el tiempo predominan en el conjunto de la
poblacién (Hirsch et al., 1998). Se estima que un 0,1-1% de la poblacién virica
en cada sujeto infectado (indetectable por la mayoria de métodos) es resistente
a un farmaco, mientras que la resistencia a dos o mas farmacos es mucho
menos frecuente (Condra et al., 1998). Esta es una de las razones que apoya
el empleo de terapia triple (TARGA o terapia antirretroviral de gran actividad):
empleando terapias maximamente supresivas desde el inicio del tratamiento,
evitamos o, al menos, enlentecemos la aparicion de variantes resistentes,
como consecuencia de la baja actividad replicativa del virus y, por tanto, de la
baja mutabilidad virica (Kemp et al., 1998). En cambio, los niveles suboptimos
de antirrerovirales no inhiben del todo la replicacion viral, lo que favorece la
generacion de nuevas cuasiespecies, con la posibilidad de que se acumulen en
un unico genoma aquellas mutaciones que confieren conjuntamente capacidad

de resistencia y alto nivel de replicacion.

La dinamica de generacion de resistencias varia entre farmacos de

distintas familias e incluso entre compuestos de la misma familia. El farmaco
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debe superar una serie de barreras farmacocinéticas (absorcion, metabolismo
y eliminacion), farmacodinamicas (metabolismo de un profarmaco) y genéticas
(numero de mutaciones requeridas para desarrollar resistencia a un farmaco

determinado) que comprometen su eficacia.

Los farmacos con baja barrera genética adquieren un alto nivel de
resistencia con la generacion de una unica variante mutante. Los farmacos con
alta barrera genética requieren la acumulacidn de mas mutaciones para
adquirir un elevado nivel de resistencia. Si analizamos la barrera genética en

los distintos grupos de farmacos disponibles encontramos:

-Inhibidores de la RT analogos de nucledsidos/6tidos (ITIANs): su
barrera genética es muy variable, dependiendo del farmaco. Asi, 3TC tiene una
barrera genética baja, ya que una unica mutacién da lugar a un virus con
resistencia de alto nivel al inhibidor. En cambio, ddl presenta una barrera
genética bastante mayor, pues se requieren al menos 3 6 4 mutaciones para

que el virus presente un nivel elevado de resistencia.

-Inhibidores de la RT no analogos de nucledsidos (ITINAN). Tienen una
baja barrera genética, un solo cambio de nucleédtido confiere alta resistencia
genotipica a estos inhibidores, y en muchos casos se produce resistencia
cruzada entre todos los componentes de la familia. Como excepcién, ETV es el
primer no analogo con alta barrera genética y actividad en cepas con

resistencia a los no analogos existentes

-Inhibidores de la proteasa (IP). Su barrera genética es muy buena, ya
que se requieren al menos 2 mutaciones primarias y 3-4 mutaciones
secundarias para obtener variantes con alta resistencia a los farmacos (Alcami,
2004). La proteasa del VIH tiene una gran plasticidad, lo que le permite mutar

en numerosas posiciones sin perder completamente su actividad enzimatica.

Por tanto, el sinergismo de las combinaciones de antirretrovirales de
distintas familias se debe a que las barreras débiles de uno de los
componentes son compensadas por las de los otros, junto con la actuacién

sobre distintas dianas y a través de distintos mecanismos bioquimicos.
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1.8.2. Mecanismos de resistencia.

Una de las principales causas de resistencia a los farmacos
antirretrovirales es la aparicion de mutaciones en la region codificante de la

transcriptasa inversa, la proteasa, la envoltura o la integrasa.

Las mutaciones se representan por una letra mayuscula indicativa del
nombre del aminoacido en la cepa wild-type o salvaje, sin mutaciones, seguida
del numero que indica la posicidon del aminoacido y finalmente la letra del
aminoacido mutado. Asi, por ejemplo, M41L indicaria que en la posicion 41 del

virus mutado aparece una leucina (L) en vez de una metionina (M).

Las figuras 1.9 y 1.10 muestran las mutaciones asociadas con
resistencia a los ITIANs, ITINANs, IPs, inhibidores de la entrada e inhibidores

de la integrasa (Johnson et al., 2007; De Mendoza y Soriano, 2007).
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Hutaciones en el gen de la proteasa asociadas con resistencia a ITIANs e ITINANS,
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Figura 1.9. Mutaciones en el gen de la transcriptasa inversa asociadas con
resistencia a ITIAN e ITINAN (Johnson et al., 2007).
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Hutaciones en el gen de la proteasa asociadas con resistencia a IPs
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Hutaciones en el gen de la integrasa asociadas con resistencia a inhibidores de la integrasa.
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Figura 1.10. Mutaciones de resistencia asociadas a los inhibidores de la
proteasa, inhibidores de la entrada e inhibidores de la integrasa (Johnson et al.,
2007; De Mendoza y Soriano, 2007).
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1.8.2.1. Mecanismos moleculares de resistencia a inhibidores de la RT

analogos de nucledsidos y nucleétidos.
= Pirofosforolisis.

Consiste en la eliminacién del farmaco que bloqueaba la elongacién de
la cadena de ADN mediante hidrdlisis y a concentraciones fisiolégicas de
pirofosfato o de ATP (Meyer et al., 1999). La RT mutada facilita la aproximacion
al analogo incorporado de ATP o pirofosfato, que ataca el enlace fosfodiéster
que une el analogo a la cadena de ADN, resultando en la retirada del analogo.
Cuando el analogo de nucledsido trifosfato es incorporado a la cadena de ADN,
en lugar de liberarse el pirofosfato la presencia de multiples mutaciones de
resistencia en la RT evita la translocacion, permitiendo la escision del analogo y
la continuacién del proceso de extension con la adicion de un nuevo nucledsido

trifosfato celular.

Este mecanismo de acciéon es propio de las TAMs o mutaciones
asociadas a analogos de la timidina. Actualmente se reconocen como TAMs
los cambios en las posiciones 41, 67, 70, 210, 215 y 219. La mutacién T215Y/F
compromete por si sola la actividad de AZT, con reducciones de sensibilidad
de hasta 15 veces. Si se mantiene la presion farmacolégica de analogos de
timidina en un régimen no supresor, entonces las TAMs se acumulan
secuencialmente, limitando la actividad de d4T y secuencialmente del resto de

ITIANs no analogos de la timidina, a excepcion de 3TC y FTC.

Aunque existen dos rutas para la acumulacion de estas mutaciones, no
se conocen con exactitud los factores que condicionan la seleccién de una u
otra ruta. La ruta 1 se caracteriza por la aparicion de T215Y y la posterior
acumulaciéon de M41L, L210W y finalmente de D67N (TAMs tipo 1); la ruta 2
se caracteriza por la seleccion de T215F o K70R vy la posterior acumulacion de
D67N y K219Q/E/N (TAMs tipo 2). Si no se consigue la supresion virologica y
se continua el tratamiento con un analogo de timidina, se pueden seguir
acumulando TAMs hasta alcanzar las seis mutaciones; en estos casos puede
servir como indice de la ruta original la deteccion de T215Y (ruta 1) o de T215F
(ruta 2). La importancia de que se seleccione una u otra ruta radica en que

ejercen distinto efecto sobre la actividad de los ITIANs: cuando se acumulan 3
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TAMs de la ruta 1 la actividad de AZT, d4T y TDF se ve reducida, y con 4
también se ven seriamente afectados ddl y ABC; sin embargo, 3 TAMs de la
ruta 2 solo limitaran la actividad de AZT y con 4 TAMs d4T no tendria actividad,
mientras que TDF, ddl y ABC posiblemente no pierdan totalmente su actividad
si no hay TAMs de la ruta 1 (Cozzi-Lepri et al., 2005). Las mutaciones
T215A/C/D/E/G/H/I/LIN/S/V se han detectado en pacientes en los que
previamente existid T215Y/F y posteriormente desaparecio la presion de los
ITIANSs; estos cambios se conocen como “revertientes de T215Y/F” y ante la

presencia del ITIAN reaparecera rapidamente T215Y/F.

Las mutaciones E44D y V118| han sido clasificadas como NAMs
(mutaciones asociadas a nucleésidos/étidos) (Soriano y de Mendoza, 2002a).
Parecen ser mas comunes en virus de pacientes tratados con 3TC y AZT y se
asocian con alto nivel de resistencia a AZT y d4T, probablemente al mejorar la
capacidad replicativa de los aislados portadores de TAMs. Sin embargo, se
desconoce su significado cuando aparecen de forma aislada (Johnson et al.,
2006).

En la transcriptasa inversa de algunos aislados de pacientes sometidos
a tratamientos antirretrovirales intensos se han detectado inserciones de dos
aminoacidos (Ser-Ser, Ser-Ala o Ser-Gly) entre los codones 69 y 70,
generalmente junto con TAMs (frecuentemente T215Y/F) y otras mutaciones
especificas que, en conjunto, confieren resistencia a multiples analogos de

nucledsido (multirresistencia), también por rescate mediante pirofosforolisis.
= Cambios en la afinidad de la RT por ITIAN y dNTPs.

La RT mutada sufre una pérdida de afinidad por el inhibidor respecto a la
RT no mutada, probablemente por interferencia estérica (Miller et al., 2004), sin
que se vea afectada significativamente su afinidad por su sustrato natural y
permitiendo asi continuar la sintesis de ADN. Las mutaciones afectan a
residuos implicados directamente en la interaccion entre enzima y farmaco.

Dentro de este grupo se encuentran las mutaciones seleccionadas por
los ITIANs no analogos de la timidina (TDF, ddl, 3TC, FTC, ABC) o No TAMs,
entre las que destacan las siguientes:
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- Complejo Q151M: comprende un conjunto de mutaciones que aparecen
sucesivamente en la RT, confiriendo un alto grado de resistencia a la mayoria
de los ITIANs. La mutacion Q151M es la primera mutacién del complejo que
suele aparecer y se localiza muy cerca del sitio de unién del nucledsido a la
RT, en una zona altamente conservada. A continuacién se van acumulando
gradualmente otras mutaciones (A62V, V75, F77L y F116Y) que van
aumentando el grado de resistencia (Ruiz, 2005). Este complejo es poco
frecuente en los pacientes infectados por VIH-1 (Quirés-Roldan et al., 2001,
Re et al., 2003; Zaccarelli et al., 2004) y, curiosamente, mas frecuente en
VIH-2 (Clavel y Hance, 2004).

- M184VII: es seleccionada principalmente por 3TC y FTC y, en menor medida
por ddl y ABC. Reduce fenotipicamente sélo la actividad de los dos primeros,
aunque se ha comprobado que, en presencia de esta mutacion, empleando
3TC todavia se pueden conseguir descensos en la CV de hasta 0,5 log (Quan
et al., 2003).

- L74V: se selecciona por el empleo de ddl y ABC; por si sola limita

minimamente la actividad de ddl.

- K65R: es una mutacidon poco prevalente. Es seleccionada mayoritariamente
por TDF, y en menor proporcion por ddl y ABC (Casado, 2006). Afecta

principalmente a TDF.

- Otras mutaciones de interés de este grupo son Y115F, que aparece en
pacientes tratados con ABC, y K70E, seleccionada por TDF. Recientemente

se ha descrito el cambio K65N, que afectaria a TDF y ddl.

Las mutaciones M184V/I, L74V y K65R se caracterizan por disminuir la
capacidad replicativa de los virus que las presentan (Shulman et al., 2003).
Este hecho se ha utilizado, sobre todo con la mutacion M184V, como estrategia
para mantener el control inmunolégico en pacientes con escasas opciones
terapeuticas. Ademas, se sabe que la mutacion M184V y, con mucha
probabilidad, también L74V y K65R revierten parcialmente la resistencia a los
ITIANs causada por las TAMs. Segun los datos de que disponemos en estos

momentos, el rescate de pacientes que muestran fracaso virologico a un
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régimen que contiene ITIANs es mas facil de realizar si se seleccionan una o

varias de estas mutaciones que si se acumulan TAMs (Wainberg et al., 2004).

1.8.2.2. Mecanismos moleculares de resistencia a inhibidores de la RT no

analogos de nucleésidos/nucleétidos.

El mecanismo de resistencia para los farmacos de este grupo se debe
en la mayoria de los casos a la pérdida de interacciones hidrofobicas que

estabilizan la unién de la RT con el inhibidor (Erickson et al., 1996).

Las mutaciones K103N, Y188L, G190C/E/Q/S/T y M230L confieren
resistencia a EFV y NVP, al igual que la presencia de dos o mas mutaciones
del resto de las mutaciones de ITINANs: K101E, V106A, Y181C/l, G190A/S,
M230L. Por el contrario, la presencia de las mutaciones G190A, Y181C o
Y188C soélo confiere resistencia a NVP. Aunque existen pocos datos acerca de
la resistencia a ETV, parece que para que ésta se produzca serian necesarias
al menos tres mutaciones de resistencia a ITINANs (The TMC-125 C-233
Writing Group, 2007). Sin embargo, otros autores consideran también
relevantes para la resistencia a ETV otras mutaciones, como F227C, E138K,
V179D/F/E/IIM o P225H, algunas de las cuales se ha visto que también pueden
afectar en mayor o menor grado a la sensibilidad a NVP y/o EFV; en base a
esto, se esta trabajando en el desarrollo/actualizacion de reglas de
interpretacion de la resistencia a los ITINANs. (Llibre et al., 2007; Vingerhoets
et al., 2007; De Mendoza y Soriano, 2007).

1.8.2.3. Mecanismos moleculares de resistencia a inhibidores de la

proteasa.

Las mutaciones de resistencia a los IPs se tienden a clasificar segun su

efecto en la susceptibilidad viral a los farmacos.

- Las mutaciones primarias (30, 32, 46, 47, 48, 50, 54, 76, 82, 84, 88 y 90)
son relativamente especificas de cada farmaco y aparecen pronto tras la
presion selectiva ejercida por éste, en un intento por evadir su accion.

Producen una disminucion de la afinidad del farmaco por su diana,
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incrementando la cantidad de éste necesaria para inhibir el enzima. Por otro
lado, su aparicion conlleva a menudo una menor capacidad replicativa respecto
a las variantes salvajes o wild type (Zennou et al, 1998): por ello, en ausencia
de tratamiento las cepas resistentes suelen hallarse en minoria con relacion al
conjunto de cuasiespecies de un paciente determinado, mientras que bajo
presion farmacoldgica las mutaciones que confieren resistencia se convertiran
en las variantes virales dominantes, dada su ventaja replicativa. Las
mutaciones primarias no suelen producir resistencias cruzadas entre distintos
IPs.

- Las mutaciones secundarias (10, 20, 24, 36, 63, 64, 71, 77 y 93) aparecen
generalmente cuando ya existen una o mas mutaciones primarias. Por si
mismas no producen resistencia pero se van acumulando lejos del sitio activo
de la proteasa y aumentan enormemente el grado de resistencia y la capacidad
replicativa del virus (Nijhuis et al., 1999). Estas mutaciones son compartidas
por la mayoria de los IPs, lo que conlleva una importante resistencia cruzada
entre ellos. Por tanto, la generacién de virus con alta resistencia se asocia al

fracaso terapéutico de todos estos farmacos (Condra et al., 1995).

Las mutaciones D30N, V32I, G48V, I50V/L, V82A/T/FIS y 184V se situan
en el dominio central, mientras que las mutaciones en la tapadera o hélice
comprenden los residuos 33 a 62, con especial importancia de los residuos 46
al 54 debido a su movilidad y a que sus mutaciones comportan mayor grado de
resistencia, destacando M46I1/L/V, 147V e 154V/T/L/IM. Existen también

mutaciones en otros residuos, como son: G73S, N88S y L90M.

Las mutaciones relacionadas con exposicién a cada IP son: D30N para
NFV, M46l/L para IDV, G48V para SQV, 150V para APV/FOS, I150L para ATZ o
las combinaciones V32| + [47A para LPV y V32| + 147V para FOS. Aun en
presencia de dichas mutaciones, cuando estos IPs (a excepcion de NFV) se
potencian con RTV se puede lograr actividad antiviral, pero en el caso de que
ademas existan otras mutaciones (incluso a niveles indetectables con las
técnicas actualmente disponibles) los farmacos podrian no ser activos. Los IPs
de nueva generacion, TPV y DRV, se han mostrado activos frente a cepas

resistentes a los farmacos anteriores, pues requieren un mayor numero de
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mutaciones en la proteasa para desarrollar resistencia (Valdez et al., 2005; De
Meyer et al., 2006).

Los cambios en las posiciones 33, 82, 84 y 90 adquirieron la
denominacion de UPAMs, mutaciones universales de multirresistencia a IPs.
No obstante, este término de mutaciones universales deberia abandonarse
porque no sélo se ha visto que la mutacion 90M no se selecciona por TPV ni su
presencia confiere resistencia a este farmaco, sino porque, por ejemplo, otra de
las mutaciones, la 33F, no tiene ninguna relevancia para al menos 3 IPs (SQV,
IDV y NFV) y tan sélo confiere resistencia de bajo grado al resto (Garcia-
Deltoro, 2006).

En la proteasa cada vez estan adquiriendo mas importancia los
polimorfismos, variaciones naturales de la secuencia que implican cambios en

el aminoacido pero sin afectar a la resistencia a los antirretrovirales.

Por ultimo, existen también mutaciones fuera del propio gen de la
proteasa, en zonas en las que las poliproteinas son cortadas por la proteasa
(gag cleavage site), que pueden aumentar la actividad de la enzima
compensando la disminucién en el fitness viral en individuos con mutaciones

primarias en la proteasa (Peters et al., 2001; de Mendoza et al., 2002).

1.8.2.4. Mecanismos moleculares de resistencia a inhibidores de la

entrada y la fusion.

La resistencia a los inhibidores de la entrada puede deberse a la
inhibicion de distintos pasos: union virus-célula e interaccion con el co-receptor
(pasos en los que esta implicada la proteina gp120) y fusién celular (en la que

interviene gp41).

La proteina gp120 presenta una gran plasticidad, por lo que sdélo un
numero limitado de mutaciones puede afectar a la unién del VIH al linfocito
CD4. La region de la gp120 que se une al co-receptor se localiza cerca de la
base de V3, principal determinante del tropismo celular del VIH, por lo que
cualquier cambio en esta regidn que interfiera con la union del virus a los co-
receptores CCR5 y/o CXCR4 puede alterar el tropismo del virus (Soriano y de
Mendoza, 2002b).
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» Resistencia a T-20 y otros inhibidores de la fusioén.

Las mutaciones en el dominio HR1 de gp41, especialmente G36D/S,
137V, V38A/M/E, Q39R, Q40H, N42T y N43D, generan resistencia a
enfuvirtida mediante la alteracion del sitio de uniéon (de Mendoza y Soriano,
2004; Johnson et al., 2007). Estos cambios producen ademas una disminucién
de la capacidad replicativa del virus, por lo que, tras la supresion del
tratamiento, el virus salvaje puede volver a desplazar al resistente (Melby et al.,
2002); también pueden seleccionarse mutaciones en otras regiones de gp41
(por ejemplo, en HR2) y/o gp120, que aumenten el grado de resistencia a ENF

e incluso mejoren el fitness viral (Ruiz, 2005).

Es posible que la generacién de resistencias cruzadas entre esta familia
de compuestos sea menor que en el resto de farmacos antirretrovirales, asi por
ejemplo, virus resistentes a ENF mantienen la sensibilidad a otros inhibidores
de la fusion, como, por ejemplo, el T-1249 (segundo inhibidor de la fusién en
desarrollo también derivado del segmento HR2 de la gp41) (Lorenzo y
Gonzalez, 2004). No obstante, existen también mutaciones que afectan a ENF
y T-1249. Para el tratamiento de los aislados resistentes a estos dos farmacos

se estan ensayando dos nuevos inhibidores de la fusion, TRI-999 y TRI-114.

Puesto que ENF esta autorizada para su uso en terapia de rescate,
segun las recomendaciones nacionales e internacionales, es necesario realizar

estudio de resistencias a este farmaco.
= Resistencia a maraviroc.

La resistencia a MVC puede deberse a la presencia de variantes
minoritarias preexistentes con tropismo X4 o dual, que son seleccionadas como
consecuencia de la presion selectiva ejercida por el farmaco, desplazando a las

cepas R5.

También han sido descritas algunas mutaciones en la regién V3 de
gp120 que permiten al virus unirse al receptor CCR5 en presencia de MVC
(antagonismo no competitivo) (figura 1.11), lo que produce una reduccién del
porcentaje maximo de inhibiciéon (MPI) pero no un incremento de la IC50; esto

implica que no se pueda emplear la IC50 para medir la resistencia a este
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farmaco. No parece existir resistencia cruzada entre MVC y ENF (Mori et al.,
2007).

Virus sensible a MVC Virus resistente a MVC

gp120 mutada
! reconoce CCR5 de
| / forma diferente

Sitio de union de
gp120 en CCR5

Receptor libre

Elevada afinidad Elevada afinidad

Mvc | Sitiodeunion
unido a i ¥ 1§ alterado por MVC

Sitio de unién NO
alterado por MVC

Escasa afinidad

o=

Figura 1.11. Reconocimiento de co-receptor CCR5 por virus
resistentes a maraviroc (adaptado de www.natap.org).

Elevada afinidad

» Resistencia a inhibidores de la integrasa.

Estudios in vitro han identificado hasta 41 mutaciones dentro del gen de
la integrasa asociadas a resistencia. En los ensayos clinicos BENCHMRK se
han encontrado dos patrones de resistencia principales (Cooper et al., 2007;
Steigbigel et al., 2007):

- Ruta de Q148H/K/R: incluye la mutacion primaria Q148H/K/R junto a
las mutaciones secundarias L74M+E138A, E138K o G140S. La combinacién
mas frecuente de esta ruta, y también la que produce una mayor pérdida de
sensibilidad a raltegravir, es Q148H+G140S.

- Ruta de N155H: incluye la mutacién primaria N155H junto a las
mutaciones secundarias L74M, E92Q, T97A, E92Q+T97A, Y143H, G163K/R,
V1511 0 D232N.

También hay evidencias de la existencia de un tercer patron (Y143R/C +
L74A/1, T97A, 1203M, S230R).
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1.8.2.5. Mecanismos de resistencia a nivel celular.

Otras posibles causas de resistencia a drogas antirretrovirales son las
resistencias a nivel celular:
- Resistencia a nivel de los mecanismos de fosforilacion intracelular:
como los ITIAN son profarmacos, una alteracion en la afinidad de las enzimas
que los fosforilan puede generar resistencia frente a éstos. Esta resistencia
opera por un mecanismo segun el cual disminuye la disponibilidad en enzimas
celulares cuando aumenta la cantidad de sustratos. Esto explica que AZT y d4T
no se puedan administrar juntos, ya que comparten como profarmacos la
misma via de fosforilacion y pueden competir por el enzima (Villalba et al,
1997). En estos casos no aparecen mutaciones de resistencia, puesto que el
farmaco no llega a convertirse en su forma fosforilada activa.
- Bombas de farmacos: se ha definido el fenbmeno de resistencia celular al
detectarse la existencia de bombas de expulsién en la membrana celular de los
linfocitos y otras células, que expulsan los farmacos antirretrovirales al medio
extracelular. Asi, se han descrito el MDRP-1 (glicoproteina-P) para los IPs y la
MDRP-4 para los ITIANs (Schuetz et al, 1999; Huisman et al., 2000). Sin

embargo, se desconoce la relevancia clinica de estos hallazgos.

1.9. METODOS DE LABORATORIO PARA DETECCION DE RESISTENCIAS.

Los métodos disponibles en la actualidad para la deteccion de
resistencias son de dos tipos: genotipicos y fenotipicos (Garcia y Aguilera,
2005; Carlos et al., 2006). Ambos se realizan generalmente a partir de
muestras de plasma o suero, donde se encuentran las poblaciones de virus
que contienen los cambios mas recientes relacionados con el tratamiento
antirretroviral; sin embargo, algunos ensayos genotipicos también admiten
también otras muestras, como liquido cefalorraquideo, tejido linfoide o células

mononucleares de sangre periférica.

Se ha demostrado que existe una buena correlacion entre ambos
métodos, sobre todo con la familia de los ITINAN y menos con los ITIAN. La

correlacion es bastante mas deficiente en pacientes multitratados y faltan datos
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para los farmacos mas recientes (TDF, APV, ATV) (Panel de Expertos de
GESIDA-PNS, 2008).

1.9.1. Métodos genotipicos.

Los meétodos genotipicos detectan mutaciones en el gen de la
transcriptasa inversa y de la proteasa asociados con la aparicidn de resistencia.
Sin embargo, el desarrollo de nuevas clases de farmacos antirretrovirales hace
necesario también el analisis de otras regiones del genoma del VIH, como el
gen env, para detectar resistencia a los inhibidores de la fusion y la entrada, y
la regidn de pol que codifica la integrasa. La determinacion de la resistencia por
técnicas genotipicas ayuda a comprender los motivos del fracaso terapéutico vy,
en el caso de una determinada combinacion terapéutica, predice mejor el

fracaso que el éxito de la misma.

La mayoria de las técnicas actuales incluyen durante su realizacién la
extraccion del ARN viral y su posterior retrotranscripcion en ADN. De este ADN
se amplifica la regibn gendmica que se desea investigar mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). La secuenciacion del ADN es el método
genotipico de referencia para la determinacion de la resistencia del VIH a los
farmacos antirretrovirales. Se obtiene informacion completa de la secuencia de
la regidn del genoma viral amplificada previamente por PCR, empleando
primers o dideoxinucleétidos marcados de forma diferente para poder
distinguirlos entre si. Los productos de las reacciones de secuenciacion se
someten a electroforesis en gel y las bandas que se obtienen (cada una
representando uno de los cuatro nucleétidos A, T, G o C) son leidas por el
secuenciador. El resultado es una secuencia de nucledtidos que, una vez
editada, se traduce en una secuencia de aminoacidos. Esta secuencia de
aminoacidos se compara entonces con la de una cepa de referencia del VIH
(cepa consenso) con el fin de determinar si existen mutaciones que confieran
resistencia al tratamiento. Existen varios ensayos de secuenciacion
comercializados (Wilson, 2003): TRUGENE HIV-1 Genotyping Kit (Visible
Genetics), ViroSeq HIV Genotyping System (PE Applied Biosystems), GeneSeq
(Virologic), HIV-1 GenotypR PLUS (Specialty Laboratories), Virco GEN I
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(Virco), HIV-1 Mutation Analysis (Focus Technologies), HIV ViroTYPE
(Rheumatology Diagnostics Laboratory), GenoSure (LabCorp y Virco) y HIV-1
Genotype (Quest Diagnostics).

Otros métodos genotipicos para la deteccién de resistencias son: LiPA
(line probe assay) (por ejemplo, Versant HIV-1), los microarrays o chips de
hibridacién de sondas multiples (como Affimetrix®), la PCR selectiva, la
hibridacién diferencial (point mutation assay) o la determinacion de secuencias
de genoma individuales de una poblacién viral mediante clonacion del

amplificado en una bacteria.

METODOS GENOTIPICOS

Ventajas

¢ Sensibilidad

¢ Rapidez

o Dificultad técnica media

o Menor coste econémico

¢ Las mutaciones pueden preceder a las resistencias fenotipicas

Inconvenientes

¢ Algunos no detectan variantes minoritarias (< 20% de la poblacion virica)

e Puede no existir correlacion con el analisis fenotipico

¢ Desconocimiento de mutaciones que ofrecen resistencia a diferentes inhibidores
¢ Desconocimiento del efecto de las resistencias cruzadas

¢ Respuesta variable de los pacientes a un farmaco

e Marcador indirecto de la sensibilidad del VIH a los antirretrovirales

METODOS FENOTIPICOS

Ventajas

¢ Medida directa de la sensibilidad del VIH a los antirretrovirales
e Se puede utilizar para cualquier tipo de farmaco
e Informacion atil acerca de las resistencias cruzadas

Inconvenientes

* No detecta variantes minoritarias

elento

e Laborioso

¢ Coste elevado

* Medidas de contencion bioldgica

¢ Posible seleccién de variantes viricas mejor adaptadas al cultivo celular

e Valores de IC50 que definen resistencias variables aun no establecidas claramente para
todos los farmacos

Tabla 1.8. Ventajas e inconvenientes de los métodos genotipicos y fenotipicos.
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1.9.2. Métodos fenotipicos.

Los métodos fenotipicos determinan la sensibilidad del virus a diferentes
farmacos. La resistencia fenotipica se expresa en términos de concentracién de
farmaco necesaria para reducir la poblacién viral en un 50% (ICsp) 0 90% (ICgo).
Este valor se compara con la concentracion requerida para inhibir una cepa de
referencia de laboratorio (o cepas aisladas en el mismo paciente antes del
tratamiento antirretroviral) y se expresa como diferencia de veces entre ambas
(fold change o folds). La interpretacion de estos valores es diferente

dependiendo del farmaco implicado.

Las técnicas fenotipicas mas utilizadas en la actualidad para el estudio
de resistencia a farmacos antirretrovirales son las técnicas de virus

recombinantes y el fenotipo virtual.
= Técnicas de virus recombinantes.

Son métodos fenotipicos semiautomatizados basados en la utilizacion
de virus recombinantes, que permiten determinar la sensibilidad del VIH a

todos los antirretrovirales disponibles.

Antivirogram® (Virco, Bélgica) es un ensayo fenotipico de segunda
generacion, en el que una linea celular de linfocitos T CD4+ es cotransfectada
con el amplificado PR-RT del plasma del paciente insertado en un plasmido
deleccionado en dicha region; la recombinacidn homodloga origina virus
recombinantes cuya ICsy se determina midiendo la viabilidad de las células
transfectadas en presencia de antirretrovirales mediante técnicas de reduccion

de placas o ensayos de deteccidén de muerte celular (Hertogs et al., 1998).

Phenosense™ HIV (ViroLogic), a diferencia del Antivirogram, es un
ensayo de un solo ciclo de replicacion virica, o que reduce el tiempo para los
resultados. Utiliza un proceso de ligacidén para introducir el fragmento
amplificado de PR-RT mediante RT-PCR en el genoma de un virus vector. El
gen env es sustituido por un gen productor de luciferasa. El virus vector es
capaz de co-transfectar las células huésped y las particulas virales resultantes
se utilizan para infectar células diana (figura 1.12), produciendo en un solo
ciclo de replicacion todas las proteinas virales excepto la envoltura, ya que en

su lugar se expresa el gen de la luciferasa en cantidad proporcional al grado de
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replicacidn virica. Los antirretrovirales capaces de inhibir la replicacion reducen
la actividad luciferasa de forma dosis-dependiente, por lo que se puede
cuantificar la IC50 de un farmaco comparando la actividad luciferasa en

presencia y ausencia éste (Petropoulos et al., 2000).

Phenoscript™ (Viralliance) es un método fenotipico que combina
aspectos de los dos anteriores: un proceso de recombinacién homéloga, como
Antivirogram, y un solo ciclo de replicacion virica, como Phenosense. Las
células diana contienen el gen de la beta-galactosidasa, controlado por la
region LTR del VIH: cuando se acumulan suficientes productos del gen tat en la
célula infectada, se expresa el gen de la beta-galactosidasa y su producto se
puede medir mediante colorimetria o fluorimetria (Race et al., 1999). La
amplificacion por separado de la PR y la RT aumenta la sensibilidad del ensayo
(500 copias/ml). Es una técnica rapida (unos 7 dias), al basarse en un solo
ciclo de replicacion, y presenta una elevada correlacion con otros ensayos

fenotipicos
= Fenotipo virtual y Virco®TYPE (Virco).

El fenotipo virtual, disponible desde 2001, predice de forma cuantitativa
la sensibilidad viral al comparar la secuencia genotipica de la RT y la PR del
VIH obtenida del paciente con una base de datos que cuenta con informacién
de unos 100.000 genotipos y fenotipos (Larder et al., 2000a). Actualmente
existen unos 30.000 emparejamientos genotipo-fenotipo de las mismas
muestras clinicas y la base de datos se actualiza constantemente para
asegurar la maxima fiabilidad posible en las predicciones. Las regiones de la
PR y RT del virus aislado del paciente son secuenciadas y analizadas,
identificandose todas las mutaciones que pueden afectar a la resistencia a
cada farmaco; a continuacion el software busca en la base de datos los
genotipos de muestras previas que presentan el mismo patrén de mutaciones y
los fenotipos de resistencia correspondientes para cada farmaco. El fenotipo
virtual indica el cambio en la IC50 que se prevé para cada farmaco, basandose
en los datos de cientos o miles de fenotipos reales con el mismo patrén de

mutaciones (figura 1.13).
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Los puntos de corte del fenotipo virtual se han ido modificando a lo largo
del tiempo, con el fin de aumentar la correlacion entre los resultados obtenidos
in vitro 'y la respuesta viroldégica observada. Inicialmente se aplicaron puntos
de corte técnicos, basados unicamente en la reproducibilidad intraensayo,
que informaban en qué medida diferia la IC50 de la cepa en estudio de la IC50
de una cepa de referencia. Mas adelante se establecieron los puntos de corte
biolégicos de los distintos antirretrovirales, en los que la IC50 de la cepa en
estudio se comparaba con la IC50 de cepas wild-type, estableciéndose el punto

de corte en dos desviaciones estandar por encima de la media de éstas.

[ Aislamiento de genes de PRy RT

Plasma ARN Transcripcion Genes
VirtualPhenotype™ / ! \

o e—

Paciente

uoldeiduandag

Software
e 1. COMPARA secuencia virica de
paciente con secuencia de |l~
referencia wild type. P Il | 1
2. IDENTIFICA mutaciones de [ /|
resistencia a cada farmaco. [ 11}

3. LOCALIZA en base de datos Genotipo
otras cepas con el mismo patrén
de resistencias.

4. RELACIONA con fenotipo (IC50)
de cepas con mismo patron de
resistencia.

5. CALCULA IC50 de cada farmaco:
IC50 media de cepas con mismas

Virtual K mutaciones /

Figura 1.12: Esquema del proceso seguido en la realizacién del fenotipo virtual.

Informe de Fenotipo

El sistema virco®TYPE HIV-1, disponible desde 2005, deriva del
fenotipo virtual pero posee ya puntos de corte clinicos, basados en la
correlacion entre el fold change de la IC50 observada y la respuesta virolégica
en pacientes tratados, medida como variaciéon de la carga viral, por lo que
indica como afecta la resistencia viral a la respuesta virolégica. Estos nuevos
puntos de corte derivan de una base de datos que contiene tanto informacion

clinica (historial terapéutico, tratamiento actual, CV y recuento de CD4 basales
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y tras el tratamiento, etc.) como de resistencia de mas de 17.000 pacientes. A
diferencia de los puntos de corte técnicos y bioldgicos, la resistencia se
interpreta de una forma continua, estableciéndose dos puntos de corte
clinicos para cada farmaco: CCO1 es el valor del FC asociado con un 20% de
pérdida de respuesta viroléogica en comparaciéon con una cepa wild-type,
mientras que CCO2 es el valor del FC asociado con un 80% de pérdida de
respuesta. Los inhibidores de la proteasa potenciados con ritonavir y sin
potenciar son considerados farmacos diferentes. En la actualidad se dispone
de puntos de corte clinicos para la mayoria de los antirretrovirales, que son
actualizados regularmente (la ultima actualizacion es de enero de 2008). Los
puntos de corte bioldégicos se siguen aplicando a los farmacos mas
recientemente autorizados, mientras no existan datos clinicos suficientes para

establecer puntos de corte clinicos (www.vircolab.com).

1.10. INDICACIONES CLINICAS DE LAS PRUEBAS DE RESISTENCIA.

El estudio de resistencias es Uutil tanto para los pacientes, que se
benefician asi de un uso mas adecuado de los farmacos antirretrovirales, como
para la comunidad, en términos de salud publica, ya que una mejor utilizacion
de estos farmacos podria disminuir la aparicion de resistencias potencialmente
transmisibles. La utilidad de las pruebas de resistencia en el seguimiento del
tratamiento antirretroviral fue avalada por los estudios GART, VIRADAPT y
HAVANNA o ARGENTA; sin embargo, otros estudios (Kaiser, VIRA3001,
Narval, CCTG575 y CERT) no han encontrado diferencias significativas en la
repuesta viroldgica entre pacientes con y sin estudios de resistencias
(Vandamme et al., 2004).

Diversos grupos de expertos, tanto a nivel nacional como internacional,
elaboran y actualizan regularmente recomendaciones para la utilizacion de los
estudios de resistencia: el Panel Europeo de Resistencia a Farmacos
Antirretrovirales (Vandamme et al., 2004), la International AIDS Society (IAS)
(Johnson et al., 2007), el Department of Health and Human Services (DHHS)
en Estados Unidos (DHHS Panel on Antiretroviral Guidelines for Adult and
Adolescents, 2007) o el Grupo de Estudio de SIDA (GESIDA) de la Sociedad
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Espanola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC) junto
con el Plan Nacional sobre SIDA (Panel de Expertos de GESIDA y PNS, 2008)
(tablas 1.9 y 1.10). En la Comunidad Autbnoma de Andalucia, las indicaciones
de las pruebas de resistencia fueron reguladas por primera vez en el afio 2001
por el Servicio Andaluz de Salud (S.A.S.); posteriormente estas indicaciones
han sido modificadas (Resolucion SC 618/2005, de 10 de agosto, de la
Direccion Gerencia del S.A.S.) aplicando los actuales conocimientos sobre
resistencia del VIH y la disponibilidad de nuevos farmacos antirretrovirales
(tabla 1.11).

Tabla 1.9. Comparacién de recomendaciones sobre la realizacién de estudios de
resistencia (Zoloppa, 2006; Vandamme et al., 2004)

Situacién DHHS IAS Panel Europeo
Infecciéon aguda (<6 meses) Recomendado Recomendado Recomendado
. . . ‘s Si prevalencia de Si se sospecha cepa
Paciente naive con infeccion ) ; o - .
- - Recomendado resistencia >5% o resistente o prevalencia
cronica (>2 afos) . . : o
desconocida de resistencia >10%
Fracaso terapéutico Recomendado Recomendado Recomendado
PEP (paciente fuente) No recomendado No recomendado Recomendado
Embarazo Recomendado Si CV detectable Si CV detectable
Si la madre tiene CV
Infeccion pediatrica - No recomendado detectable y se

administra TAR al nacer

Tabla 1.10. Indicaciones de las pruebas genotipicas de resistencias a
antirretrovirales* (Panel de expertos GESIDA/PNS, 2008)

A. Pacientes sin tratamiento antirretroviral previo:
Al inicio del seguimiento
Infeccion aguda por el VIH
Mujeres embarazadas
Profilaxis postexposicion (en caso fuente)
Pacientes que van a iniciar TARV (si no se dispone de estudio previo)

B. Pacientes pretratados: En todos los fracasos.

*Todos los pacientes debieran tener un estudio de resistencias genotipicas antes de
iniciar el tratamiento antirretroviral. Este estudio se podria incluir en el cribado inicial.
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Tabla 1.11. Indicaciones de las pruebas genotipicas de resistencias a
antirretrovirales* (Servicio Andaluz de Salud, 2008)

A. Pacientes sin tratamiento antirretroviral previo:
En pacientes naive que vayan a recibir tratamiento antirretroviral
Infeccion primaria o pacientes con diagndstico reciente de infeccién por VIH
Profilaxis postexposicion ocupacional
Mujeres embarazadas

B. Pacientes en tratamiento antirretroviral con fracaso virolégico.

Los distintos grupos de expertos coinciden en recomendar la realizacion
de tests de resistencia en los pacientes naive con infeccién aguda (6 a 12
meses), pues permiten identificar las resistencias primarias en estos pacientes.
Las resistencias primarias se deben a la transmision de un virus con
mutaciones en el momento del contagio, a partir de un sujeto expuesto a
tratamiento antirretroviral (resistencia primaria) (Hecht et al., 1998), o bien, a la
presencia de polimorfismos que, de manera natural, reducen la afinidad del
farmaco por su enzima (resistencias naturales). La transmision de cepas de
VIH resistentes varia dependiendo de las caracteristicas de los pacientes, asi
como de la zona geografica: 16-22% en EEUU (Weinstock et al., 2004; Viani et
al., 2006) frente a un 9-10% en Europa (de Mendoza et al., 2005; Oette et al.,
2006; Sanchez-Oforo et al., 2007). La detecciéon de resistencias primarias
permite seleccionar farmacos activos frente a la cepa aislada, evitado un
tratamiento subdptimo que favoreceria la acumulacion de nuevas mutaciones

de resistencia.

Hasta hace poco se consideraba que los tests de resistencias en
pacientes naive con infeccién crénica podian tener menos utilidad, ya que a
lo largo del tiempo los virus con mutaciones van siendo reemplazados por virus
wild-type, con mayor capacidad replicativa, y las pruebas de resistencia
habituales no son capaces de detectar mutaciones en poblaciones virales
minoritarias (<20%). Los trabajos de Weinstein et al. (2001) y Holtzer y Youle
(2004) calcularon que los tests de resistencia son coste-efectivos a partir de
una prevalencia de resistencias primarias del 10%. Posteriormente, otros
estudios (Hecht et al., 2005; Sax et al., 2005; Novak et al., 2005) han
demostrado el beneficio clinico y un balance coste-efectividad favorable de los
tests de resistencia aunque la prevalencia de resistencias primarias sea inferior
(1-5%).
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La realizacion del test de resistencia para orientar la profilaxis post-
exposicion (PPE) también es recomendada por el panel espariol y el europeo.
Sin embargo, el tratamiento antirretroviral debe administrarse de forma
empirica inmediatamente tras la exposicion, a ser posible durante las primeras
2 horas (como maximo, dentro de las primeras 48 horas). El estudio de
resistencias al caso fuente modificara la pauta inicialmente instaurada en
funcidn de su resultado. También se debe investigar la medicacion que recibe
la fuente para no incluir en la profilaxis esos farmacos ni otros con los que

pudieran presentar resistencia cruzada.

El riesgo de transmision vertical del VIH se asocia con el nivel de CV
plasmatica en la madre (Mofenson et al., 1999). El objetivo del tratamiento
antirretroviral en la mujer embarazada ha de ser alcanzar la maxima supresion
de la CV, tanto para el tratamiento de la infeccion en la madre como para
prevenir su transmision perinatal. Todos los grupos de expertos coinciden en
que las pruebas de resistencia a farmacos antirretrovirales, tanto para la
seleccion del tratamiento inicial como para la orientacion de un cambio

terapéutico, permiten seleccionar la mejor opcion terapéutica.

La eleccion del tratamiento mas adecuado en el paciente pediatrico es
incluso mas importante que en adultos, puesto que existen menos opciones
terapéuticas. El grupo europeo recomienda realizar el test de resistencias en

nifos con carga viral detectable antes del inicio o cambio de tratamiento.

Los estudios de resistencias han demostrado ser utiles en el cambio de
tratamiento tras un fracaso terapéutico (tratamiento de segunda linea) o
mas (tratamiento de rescate), ya que optimizan el nuevo tratamiento,
aumentan su eficacia y mejoran el pronéstico de los pacientes tratados (Palella
et al., 2006). Deben realizarse sin suspender el tratamiento para evitar la
reversion de mutaciones ante la falta de presion farmacoldgica. Si se detectan
cepas con mutaciones de resistencia a unos farmacos determinados, se
aconseja su retirada; sin embargo, determinadas interacciones entre
mutaciones pueden restaurar parcialmente la susceptibilidad a algunos

farmacos (Cabrera y Clotet, 2006).
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La deteccién de cepas wild-type en pacientes que no responden al
tratamiento puede deberse a factores como la falta de adherencia,
interacciones farmacologicas, trastornos de la absorciéon del medicamento o
niveles subdptimos de los farmacos antirretrovirales. También puede deberse a
la existencia de variantes minoritarias (<20%) resistentes en los reservorios,
que no son detectadas por las técnicas convencionales. Para considerar que
un farmaco mantiene actividad antirretroviral debe tenerse en cuenta el estudio
de resistencia actual, los realizados previamente y la historia farmacolégica
completa, que nos puede informar de posibles resistencias favorecidas por

terapias previas y no detectadas por las pruebas de resistencia.

La existencia de resistencia predice que un farmaco determinado sea
inefectivo si se aplica. Esto estd claro para una resistencia de alto grado
asociada a mutaciones de resistencia primarias, ante las cuales evitaremos el
empleo de ese farmaco; sin embargo, es mas dificil tomar decisiones

terapéuticas ante niveles intermedios de resistencia.

1.11. INTERPRETACION DE GENOTIPO DE RESISTENCIA.

Los resultados del genotipo consisten en una extensa lista de
mutaciones detectadas en la cepa de VIH del paciente estudiado en
comparacién con una cepa de referencia, que deben ser interpretadas por
expertos antes de aplicarse en la practica clinica. Factores como la posicion y
el tipo de sustitucion en los aminoacidos, la interaccién entre mutaciones o el
uso simultaneo de varios farmacos hacen que las reglas desarrolladas para
interpretar la forma en que el patron de mutaciones influye en la actividad de
los distintos farmacos antirretrovirales sean extremadamente complejas. Por
esta razon se ha pasado de la mera interpretacion de una lista de mutaciones a
la complejidad que supone relacionar el genotipo con la respuesta
virolégica, estudiando el impacto de un conjunto de mutaciones sobre la caida
de la carga viral tras instaurar un nuevo régimen terapéutico (Brun-Vezinet et
al., 2004). Es evidente que las mejoras en la interpretacion del genotipo de
resistencia influyen, entre otros factores, en la eficacia de la terapia

antirretroviral.
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La tendencia actual es la elaboracion de reglas de interpretaciéon a
partir de series de pacientes en los que se incluye el farmaco a estudiar en el
regimen terapéutico, relacionando las mutaciones basales con la eficacia
virolégica en términos de descenso de carga viral a los tres o seis meses. En
este sentido se han desarrollado reglas de interpretacion para los distintos
antirretrovirales disponibles, como abacavir (Brun-Vézinet et al, 2003),
didanosina (Marcelin et al., 2004), tenofovir (Masquelier et al, 2004), lopinavir
(Marcelin et al., 2005), amprenavir (Marcelin et al., 2003b), atazanavir (Yerly et
al., 2004; Colonno et al., 2003) o tipranavir (Marcelin et al., 2007). Nuestro
grupo de trabajo ya ha realizado con éxito la elaboracidn de reglas y la
validacion clinica de regimenes que incuyen TDF, ddl (Alvarez et al., 2004;
Alvarez et al., 2005) y Lopinavir/ritonavir (Martinez, 2004).

Una vez generadas las reglas de interpretacién de la resistencia a cada
farmaco, ademas de ser validadas individualmente en poblaciones similares
y/o mediante bootstraping, deben ser aplicadas conjuntamente en forma de
algoritmo de interpretacién, el cual también habra de ser posteriormente
sometido a validacion clinica mediante la metodologia estadistica adecuada
(De Luca et al., 2003; Torti et al., 2003).

En la tabla 1.12 se muestran las principales caracteristicas de los
sistemas empleados en la actualidad para la interpretacién del genotipo. La
mayoria consiste en algoritmos desarrollados por expertos a partir de bases de
datos que relacionan genotipo con respuesta viroldgica; algunos de ellos han
sido posteriormente validados clinicamente en funcién de su capacidad para
predecir respuesta o fallo al tratamiento mediante estudios retrospectivos y/o
prospectivos. Sélo Geno2pheno y VirtualPhenotype se basan en la prediccidn
de la respuesta al tratamiento en funcién del fenotipo y utilizan bases de datos

de genotipos con sus correspondientes fenotipos.
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Tabla 1.12. PRINCIPALES ALGORITMOS PARA LA INTERPRETACION DEL GENOTIPO DE RESISTENCIA.

Sistema de interpretacion

Tipo

Validacion clinica

Ultima
actualizacion

Acceso

Stanford University HIV Drug

Sistema experto basado

Resistance Database en reglas Si, retrospectiva Septiembre 2007 http://hivdb.stanford.edu/pages/algs/HIVdb.html
International AIDS Society- Tablas de mutaciones de
USA ¥ resistencia clinicamente No Septiembre 2007 http://www.iasusa.org/resistance_mutations/index.html
relevantes
RetrogramTM Sistema experto basado | Si, retrospe(?tlva (v1.6)y Junio 2003 http://www.openclinical.com/dm_retrogram.html
en reglas prospectiva (v1.0)
AnthetroScaq, Universidad | Sistema experto basado No Febrero 2007 https://www.hivarca.net/hiv_resistance.asp
de Siena en reglas
Rega Institute System v7.1.1 Sistema experto basado Si, retrospectiva Julio 2007 http://www.rega.kuleuven.be/cev/fileadmin/algorithms/Rega_HIV1_
en reglas Rules_v7.1.1.pdf
Centre Hospitalier du Sistema experto basado Si, retrospectiva Julio 2005 http://www.ablsa.com/
Luxembourg (CHL) en reglas
Grupo de Acon§elhamento Sistema experto basado S| Enero 2006 http:// ablsa.com/
Virologico en reglas
Detroit Medical Center | >'Stema experto basado si Octubre 2004 http://www.ablsa.com/
en reglas
Agence Nationale de Sistema experto basado
Recherches sur le SIDA P Si, retrospectiva Octubre 2007 http://www.hivfrenchresistance.org/
en reglas
(ANRS) v.16
GuideLines v.12.0, Sistema experto basado
TruGene™, P Si, retrospectiva Julio 2007 http://diagnostics.siemens.com
) en reglas
VGI/Siemens
. ™ . .
ViroSeq ™ HIV-1 Genotyping | Sistema experto basado No 2006 http://www.abbottmolecular.com/
System, v.2.8, Abbott en reglas
™
GeneSeq HIV. v3.0, Expertos y §0ftware No Febrero 2004 http://www.monogramhiv.com/
Monogram Biosience propio
Virco®Type HIV-1, v.4.2.01 Base de datos (>32000 Si retrospegtlva y Enero 2008 http://www.vircolab.com
GIF) prospectiva
Geno2pheno v.3.0 Base datos (>800 G/F) Si, retrospectiva Julio 2005 http://www.genafor.org
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1.11.1. Metodologia para el desarrollo de nuevas reglas de interpretacion

del genotipo.

Hasta hace pocos anos las reglas genotipicas sélo se desarrollaban a
partir de ensayos fenotipicos, para los que unicamente existia un punto de
corte técnico, basado en la reproducibilidad intraensayo, no relacionado con la
respuesta virologica. Aunque recientemente se han establecido puntos de corte
biolégicos (basados en el rango de susceptibilidad de la cepa de referencia) y
clinicos (aun no disponibles para todos los farmacos), todavia la relacion entre
nivel de resistencia fenotipica y respuesta virolégica no esta bien determinada.
Esto, unido al hecho de que las técnicas fenotipicas sean mas caras y lentas,
ha motivado el desarrollo de reglas que relacionan genotipo con respuesta
viroldgica. Este proceso consta de dos etapas (Brun-Vézinet et al., 2004):

- Creacion de nuevas reglas, que relacionan numero y tipo de mutaciones
con resistencia o respuesta virolégica a un farmaco determinado.

- Validacion de dichas reglas sobre una poblacion diferente.

Estas reglas han de estar sometidas a una mejora continua, por lo que
en la practica ambos procesos se combinan mediante sucesivos ciclos de
identificacion de las mutaciones con influencia sobre un farmaco y validaciéon

de dichas mutaciones sobre una nueva poblacién.

Existen distintos aspectos a tener en cuenta en cuanto a la poblacion a
partir de la cual se van a extraer las reglas, que influiran en la metodologia a

seguir y en las cuestiones a las que daran respuesta:

= Tipos de ensayos:

- Ensayos add-in: consisten en afadir un farmaco nuevo a un
tratamiento previo, que no estaba siendo efectivo, para medir la respuesta
virolégica (Flandre et al., 2005). Permiten una medida mas directa del efecto
del farmaco anadido pero sélo se pueden llevar a cabo durante un periodo
corto (2-4 semanas). Son aconsejables para farmacos con baja barrera
genética, que generan resistencias rapidamente.

- Cambio completo de tratamiento o switch trials: son los ensayos
mas habituales. Permiten medir la respuesta a mas largo plazo (24-48

semanas) pero el efecto del farmaco estudiado se enmascara por la actividad
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del resto, especialmente si se introduce ademas otro farmaco de una nueva
clase o si varios farmacos son de la misma clase. Es preferible que el farmaco
a estudiar sea el unico de su clase.

- Retirada de un farmaco de un régimen en fallo terapéutico: la medida
del consiguiente incremento de la carga viral a corto plazo (1-2 semanas)
permite valorar el efecto de las mutaciones existentes sobre dicho farmaco, sin
que sea enmascarado por otros factores. Estos ensayos son poco habituales,
ya que pueden generar resistencias por la insuficiente actividad del resto de los

farmacos.

= Tipos de respuestas.

- Variacion de la CV: habitualmente se utiliza la diferencia entre el log4o
CV entre el comienzo del tratamiento y el final del periodo de seguimiento. Se
trata de una variable continua, utilizada cuando no se espera que la carga viral
disminuya por debajo del limite de deteccién de la técnica. Por ejemplo, en
pacientes previamente tratados con muchos farmacos (Brun-Vézinet et al.,
2003), estudios a corto plazo (Flandre et al., 2007) o pacientes pediatricos
(Green et al., 2006).

- Respuesta / No respuesta: las diferentes definiciones de la respuesta
pueden influir en la capacidad de prediccion de una regla de interpretacion.
Generalmente la respuesta se ha definido como la supresiéon de la CV, es
decir, el descenso de la CV por debajo del limite de sensibilidad de la técnica o
CV indetectable (Gianotti et al., 2006; Capdepont et al, 2006); sin embargo, al
tratarse de una variable discreta, cuando se aplica a pacientes con varios
tratamientos previos se ve muy influida por el valor de la CV a nivel basal,
proporcionando una informacion menos completa. En otras ocasiones se ha
definido la respuesta como un descenso de CV 20,5 o 1 log4o en un tiempo
determinado (Marcelin et al., 2006a): en este caso el problema radica en como
interpretar la respuesta en los pacientes con bajos niveles de CV basal que
alcanzan una CV inferior al limite de sensibilidad de la técnica, sin que esto
suponga una reduccién de la CV inferior a 0,5 o 1 log+. Otra posibilidad es la
clasificacion en tres categorias: respuesta (CV indetectable), respuesta parcial
(descenso significativo de la CV, por ejemplo > 0,5 log) o no respuesta
(descenso de la CV < 0,5 log CV).
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* Duracién del estudio.

La eleccion del punto final aplicado a la respuesta viroldgica es un factor
importante en el desarrollo de reglas de interpretacion. Asi, mientras la
respuesta a corto plazo (2-8 semanas) se relaciona de manera mas directa
con la actividad del farmaco, la respuesta a largo plazo (24-48 semanas)
posee una mayor relevancia clinica, pero también se ve mas afectada por
factores externos, como son la pérdida de adherencia, la suspension temporal
o los cambios en el tratamiento (De Luca y Perno, 2003). En un estudio de De
Luca et al. (2004a) el endpoint elegido fue el tiempo necesario para conseguir
una CV < 500 copias/ml, aunque el limite de sensibilidad de la técnica fuera de

50 copias/ml.

= Caracteristicas de la poblacién y tamafio de muestra.

La ausencia o escasa presencia de determinadas mutaciones o
farmacos en la base de datos utilizada puede llevar a infravalorar su
importancia clinica. En general, una cohorte de 200-300 pacientes permite
establecer reglas validas de interpretacion, al menos a nivel preliminar, ya que
en una muestra de este tamano las mutaciones mas relevantes deberian estar
suficientemente representadas. Para valorar mutaciones o combinaciones de
mutaciones menos prevalentes es necesario un tamafio de muestra mucho

mayor (Brun-Vézinet et al., 2004).

» Adherencia al tratamiento.

En pacientes previamente tratados con multiples farmacos en los que la
cepa aislada carece de mutaciones de resistencia (cepa tipo o wild type)
debemos sospechar una escasa o nula adherencia, que podria ser fuente de
resultados andmalos (Descamps et al., 2001). En este sentido, la adherencia vy,
si es posible, la concentracion plasmatica de farmacos deberian ser recogidas

en la medida de lo posible en las bases de datos.

= Experiencia previa con farmacos.

Los estudios sobre pacientes con un amplio rango de farmacos previos
proporcionan mas informacion que aquellos con pacientes de caracteristicas
mas similares. Igual ocurre con los estudios en los que la poblacion muestra un
amplio rango de respuestas, comparado con aquellos en los que la mayoria de

los pacientes responden (o fallan) al tratamiento (Brun-Vézinet et al., 2004).
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1.11.2. Discrepancias entre distintos sistemas de interpretacién.

En los ultimos afos se han realizado diversos trabajos que ponen de
relevancia la existencia de discrepancias entre distintos algoritmos de
interpretacion (Puchhammer et al., 2002; Garcia F et al., 2003; Nogales et al.,
2005; Zoloppa et al., 2005; Bryant et al., 2007).

En el grupo de ITINANs practicamente no se han descrito discrepancias
entre los distintos sistemas de interpretacion, ya que las mutaciones
seleccionadas por ellos suponen una resistencia inmediata; por el contrario, la
pérdida de actividad de los IPs e ITIANs va aumentando progresivamente,
conforme se van acumulando mutaciones de resistencia. Por el contrario, los
resultados mas dispares han sido descritos en ITIANs, especialmente ddl, d4T,
ddC y ABC cuando el genotipo se interpreta en funcién de datos fenotipicos,
probablemente por el empleo de puntos de corte biolégicos no validados
clinicamente y por defectos en los sistemas celulares empleados en los
ensayos fenotipicos recombinantes para activar los dideoxinucleodtidos
mediante trifosforilacion. En cuanto a los IPs, existen bastantes discordancias
en la interpretacion del genotipo, ya que la resistencia esta asociada a patrones
mutacionales complejos que a su vez pueden variar segun se utilice o no
ritonavir conjuntamente (como potenciador de su actividad) (De Luca y Perno,
2003).

Otra razon que explica las discrepancias entre los distintos sistemas es
el subtipo del virus, puesto que la cepa utilizada como referencia en los
sistemas comercializados actualmente pertenece al subtipo B. Esto no afecta a
paises con baja prevalencia de subtipos no-B, como Estados Unidos; sin
embargo, en Europa Occidental comienza a ser un problema, debido al
reciente aumento de estos subtipos, que alcanzan el 50% en Portugal y
determinadas areas de Francia y Bélgica (De Luca y Perno, 2003). En Espafia
se ha descrito una prevalencia del 7,6% de subtipos no-B entre todos los
seroconvertores (N=198) identificados entre 1997 y 2004 (De Mendoza et al.,
2005). El problema es mayor en el Este de Europa, Brasil o Tailandia, que
presentan una gran prevalencia de subtipos no-B, pero especialmente en el

Sudeste Asiatico y Africa Subsahariana, donde practicamente no existe el
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subtipo B. Las mayores discrepancias en la interpretacion del genotipo han sido

descritas en los subtipos D-K (De Luca y Perno, 2003).

1.11.3. Validacion clinica.

Ante la evidencia de las discrepancias descritas entre los distintos
algoritmos de interpretacion, en los ultimos afios se han llevado a cabo
diversos estudios para la validacion clinica de las reglas de interpretacion ya
existentes o en desarrollo. La validacion clinica tiene por objeto medir la
capacidad de una regla de interpretacion para predecir la respuesta clinica.
Existen dos procedimientos para validar clinicamente unas reglas (Brun-
Vézinet et al., 2004):

» Validacién externa.
Las nuevas reglas se aplican a una poblacién distinta, determinando si el
tratamiento prescrito en funcién de la interpretacion de la resistencia se

correlaciona con respuesta viroldgica en el paciente.

= Validacién interna.

Se lleva a cabo cuando no se dispone de una nueva poblacién sobre la que
validar las reglas. Existen dos procedimientos:

- Validacién cruzada: los datos se dividen en dos conjuntos de desarrollo
(entrenamiento y verificacién) y un conjunto de validacién, por lo que
requiere que el tamafo de muestra sea lo suficientemente grande.

- Cuando el tamafo de muestra no es lo suficientemente grande se
aplican las llamadas técnicas de remuestreo, también denominadas
técnicas de computacion intensiva, pues requieren una gran potencia
computacional. Entre éstas, la mas desarrollada a nivel tedrico y
aplicado es el bootstrap, basado en la extraccion muestras de la base
de datos repetidamente y con reemplazamiento. De esta manera se
crean multiples conjuntos de entrenamiento (al menos 1000) del mismo
tamano que la base de datos original y se estima la variabilidad de cada
uno, permitiendo valorar la estabilidad y replicabilidad de las reglas

desarrolladas.
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1.11.4. Fuzzy rules.

Las fuzzy rules (reglas borrosas) son una aproximacion matematica
utilizada para representar el conocimiento que se ve afectado por la
incertidumbre. Se basan en el concepto de que un elemento no pertenece a un
conjunto en su totalidad sino que, por el contrario, su pertenencia al conjunto

podria graduarse y expresarse mediante un valor entre O y 1.

Diversas ramas cientificas han aplicado, incluidas la biologia y la
genética, han aplicado las fuzzy rules. En relacién con la interpretacion del
genotipo de resistencia del HIV-1 frente a farmacos antirretrovirales,
constituyen una herramienta que permite medir, entre otros parametros, su
grado de resistencia frente a éstos o el éxito que cabe esperar con una
determinada terapia. La revision de reglas ya existentes, comparandolas con
los datos de repuesta al tratamiento, conduce a modificaciones en la
interpretacion de la resistencia con una mejor y mas independiente capacidad

de prediccion de la respuesta viroldgica (De Luca et al., 2004b).

En lineas generales el procedimiento a seguir consta de los siguientes
pasos:

1) Seleccion de una cohorte de aprendizaje (training set) y una cohorte
de validacion. Los pacientes han de cumplir determinados requisitos
para su inclusién en una u otra: fallo virolégico tras un tratamiento
adecuado, adherencia, con genotipo de resistencias realizado, etc...

2) Definicion de las reglas de interpretacion. Se escoge un algoritmo de
interpretacion ya existente para su evaluacién y actualizacion.

3) Transformacion del algoritmo en un conjunto de fuzzy rules para cada
farmaco, completando con los operadores necesarios (fzand, fzor, fznot).
Estas reglas, aplicadas al genotipo del paciente, miden el nivel de
resistencia frente a cada farmaco, con un valor de 0 a 1. A partir de éste
se calcula la actividad esperada:

Actividad esperada = 1- Resistencia
La respuesta virologica observada se expresa mediante una féormula,
deducida a partir del area bajo la curva (AUC) que representa la CV

basal frente al tiempo. La actividad esperada y la respuesta viroldgica se
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aplican para revisar y actualizar las reglas, como se detallara mas
adelante.

4) Procedimiento de aprendizaje y actualizacion de las reglas. Para que
una regla se pueda valorar debe haber sido aplicada por el sistema un
numero minimo de casos. Los valores de actividad esperada y de
respuesta virologica obtenidos para cada paciente y farmaco se
introducen en una tabla de 4 entradas (figura 1.14): las reglas que
predicen correctamente la respuesta no se modifican (A y B) pero
aquellas cuyas predicciones son incorrectas (C y D) se penalizan

(disminuyendo su peso) o se eliminan, segun la proporcién de errores.

A
)
»
8 C B
o ] [ ]
8 *
o
= !
> »
g No utilizados
[0]
a
»

é ™ .

A s D

v

Actividad esperada

Figura 1.14: Tabla de cuatro entradas.

5) Validacion del algoritmo resultante. Las fuzzy rules resultantes deben
ser validadas en un segundo grupo de pacientes completamente
diferente del anterior, analizando la correlacion entre la actividad
esperada del tratamiento de rescate (interpretada segun las reglas
modificadas) y la respuesta observada en el punto final elegido. Esta
correlacién se realiza mediante diversos métodos estadisticos, como

regresion lineal simple y multiple y regresion logistica.

Entre las limitaciones presentes a la hora de llevar a cabo este
procedimiento podemos citar: el tamafio de las cohortes de aprendizaje y
validacion, las diferencias en las caracteristicas de ambas cohortes, la

adherencia o los farmacos previamente recibidos.

71



Introduccién

1.11.5. Redes neuronales (Neural networks).

Las redes neuronales artificiales (RN) son sistemas de calculo que se
asemejan a las redes neuronales bioldgicas al utilizar nodos (neuronas)
interconectados. Estos nodos reciben la informacion, realizan operaciones
sobre los datos y transmiten sus resultados a otros nodos. Las RN se definen
como sistemas no lineales, flexibles y con gran capacidad de generalizacion.
Estas propiedades han hecho que se difundieran en todos los campos
cientificos y que se demostrara su equivalencia o superioridad sobre algunas

técnicas estadisticas (Trujillano et al., 2003).

El interés de la aplicacion de las RN en Medicina durante los ultimos 10
afios no ha hecho mas que aumentar, como refleja el numero progresivamente
creciente de publicaciones que incluyen esta metodologia. Las areas que han
ido ocupando son, entre otras: reconocimiento de imagenes, analisis de ondas,
procedimientos de farmacologia, epidemiologia, predicciéon de resultados y
procesos diagndsticos (Baxt et al., 1995; Armoni et al., 1998; Dayhoff et al.,
2001; Sargent et al., 2001; Trujillano et al., 2004).

Entre las aplicaciones mas importantes de las RN al estudio de la
resistencia del VIH, podemos citar las siguientes:

- Prediccién de la resistencia o actividad disminuida de los farmacos
antirretrovirales. En este caso las RN son especialmente utiles en el caso de
farmacos con patrones de resistencia complejos, como lopinavir, indinavir,
saquinavir, ritonavir, nelfinavir, amprenavir o estavudina (Larder et al., 2000b;
Romano et al., 2002).

- Prediccién de la respuesta virologica frente al tratamiento instaurado, en
funcién del genotipo. Las RN consideran simultaneamente todas las
mutaciones de la base de datos, sin necesidad de una seleccion previa;
identifican aquellas con mayor influencia en la respuesta y construyen modelos
complejos que relacionan el genotipo con la respuesta viroldgica. La prediccidon
de la respuesta se calcula como la media de las distintas respuestas viroldgicas
observadas en todos los pacientes con cada uno de los distintos patrones de

mutaciones presentes (Wang et al., 2003a).
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La validacién cruzada forma parte integrante de las RN: de la base de
datos se separa un conjunto de entrenamiento, utilizado para que las RN
aprendan los patrones complejos de relaciones existentes entre las variables
predictoras y de resultado; de esta manera podran enfrentarse a nuevos datos
a los que dar respuesta. Por este motivo, aunque las RN se han aplicado con
éxito a bases de datos con un numero de casos bastante limitado, es de
esperar que al aumentar el tamafo de las bases de datos de entrenamiento se
consiga incrementar también la exactitud de los resultados obtenidos (Wang et
al., 2002; Wang et al., 2003b).

1.11.6. Cohortes de resistencias.

Para llevar a cabo el proceso de validacién clinica de los algoritmos
generados es imprescindible disponer de bases de datos que combinen datos
de laboratorio con datos clinicos. Existen ademas otros muchos puntos de
interés que justifican la creacion de cohortes de pacientes VIH con genotipo de

resistencias, como son:

Epidemiologia de las resistencias primarias y adquiridas (prevalencia,

incidencia, evolucion).

- Epidemiologia de los subtipos de VIH.

- Vigilancia epidemiolégica de la resistencia a las distintas familias de
antivirales y de las multirresistencias.

- Valoracion de la utilidad de los ensayos de resistencia en los distintos
grupos de poblacion de nuestro medio.

- Establecimiento de tratamientos de rescate en pacientes con determinadas
mutaciones o patrones de mutaciones de dificil interpretacion.

- Vigilancia de fracasos precoces relacionados con determinadas pautas de

tratamiento.

Existen antecedentes de iniciativas a nivel europeo e internacional para
el desarrollo de cohortes de resistencia que sirven de base para la
investigacion en interpretacion del genotipo de resistencia. Como ejemplos

podemos citar las siguientes:
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= AIDS Clinical Trials Group (ACTG).

El ACTG es la mayor organizacion mundial para la realizaciéon de
ensayos clinicos, fundada por el Department of Health and Human Services
(DHHS) de Estados Unidos con el fin de establecer protocolos de tratamiento
frente a la infeccion por el VIH y las infecciones oportunistas asociadas. Uno de
los trabajos realizados en este campo (Costagliola et al., 2005) se llevé a cabo
mediante la creacion de una gran base de datos a partir de 9 fuentes
diferentes, con el objeto de investigar la relacién entre genotipo de resistencia
frente a didanosina y abacavir (interpretado mediante 4 algoritmos) y respuesta
virolégica. Se aportaron 583 pacientes para abacavir y 400 para didanosina. Se
desarrolld un plan para el analisis de los datos, que incluia: criterios de
inclusion/exclusién, puntos finales, diferencias entre los distintos sistemas de
interpretacion y el procedimiento a seguir en el caso de que el tamafo de la
base de datos fuera suficientemente grande como para dividirla en un conjunto
de entrenamiento y un conjunto de prueba. Los resultados reflejan la
importancia de los trabajos de colaboracion (permiten lograr un mayor tamafo
de muestra y mejorar asi la metodologia estadistica) y de la validacién externa

de los sistemas de interpretacion.

= HIV Resistance Response Database Initiative (RDI).

La creacion de esta base de datos proviene de una iniciativa de
colaboracion internacional, cuyo objetivo es recoger informacién de pacientes
de centros de investigacion de Estados Unidos, Canada, Australia, varios
paises europeos (entre ellos Espafia) y Japon, y desarrollar herramientas
informaticas (recursive partitioning, redes neuronales artificiales...) que mejoren
la prediccion de la respuesta viroldégica a partir del genotipo. En la base de
datos se registra la informacioén relativa al genotipo, tratamiento y respuesta a
todos los cambios de tratamiento junto a otras variables de interés.
Actualmente esta base de datos cuenta con informacién de 30.000 pacientes

(Disponible en: http://www.hivrdi.org/. Ultimo acceso: Febrero 2008)

* Forum for Collaborative HIV Research (www.hivforum.org).
Es otra iniciativa de colaboracién entre diferentes centros, que
aprovecha las diversas cohortes ya existentes. Las cohortes incluidas tienen

que cumplimentar un cuestionario en un formato estandar. Uno de los objetivos
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perseguidos es lograr la estandarizacion y la relevancia clinica de las pruebas
de resistencia del VIH, concretamente:
- Identificar bases de datos clinicas utiles para la desarrollar algoritmos
genotipicos y establecer puntos de corte fenotipicos.
- Desarrollar una metodologia para la derivacion de reglas de
interpretacion de la resistencia a cada farmaco.
- Revisar aspectos actuales de la estandarizacion y el control de calidad
del laboratorio y la interpretacion del genotipo.
- Establecer recomendaciones para la evaluacion continua y a largo plazo

de la definicion de resistencia desde un punto de vista clinico.

= Antiretroviral Resistance Cohort Analysis (ARCA).

En esta base de datos, creada con el objetivo de desarrollar modelos de
prediccion de la respuesta al tratamiento antirretroviral (Genotype-Response
Project), la informacion procede de diferentes entidades de lItalia, sobre todo
universidades y servicios publicos de salud. Cada genotipo es un “caso” de la
base de datos, que ademas contiene informacién clinico-epidemioldgica sobre
los pacientes (incluidos los tratamientos administrados y los niveles de CV y
CD4). En la actualizacion de febrero de 2008 esta base de datos contaba con
mas de 18.000 genotipos de 11.171 pacientes. Puede accederse de forma libre
a través de su pagina web (http://www.hivarca.net/hiv_resistance.asp) para
consultar estadisticas descriptivas o aplicar un algoritmo genotipico de
interpretacion (AntiRetroScan), desarrollado y actualizado regularmente por la

Universidad de Siena.

= Cohorte RIS (Red de Investigacion en SIDA, Espaiia).

La RIS es una estructura coordinada y financiada por el Ministerio de
Sanidad y Consumo para la investigacion del VIH/SIDA. Entre sus proyectos se
encuentra la creacion de cohorte numerosa de pacientes VIH+, que permita
valorar la eficacia de nuevos protocolos terapéuticos y llevar a cabo estudios de
resistencias a farmacos antirretrovirales. Para ello la informacién se almacena
en un Centro de Datos, integrado por epidemidlogos, estadisticos e
informaticos. Recientemente se ha publicado la metodologia y los resultados
basales de esta cohorte (Caro-Murillo et al., 2007) (Disponible en: www.retics-

ris.net).
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= Cohorte de Resistencias de Andalucia Oriental (CORAO).

Esta cohorte, coordinada desde nuestro grupo de trabajo, pretende
centralizar una completa base de datos, con informacién clinica y genotipica
procedente de un gran numero de unidades clinicas y laboratorios implicados
en el tratamiento y monitorizaciéon de pacientes VIH+, ademas de proporcionar
soporte técnico y estadistico para el desarrollo de modelos matematicos de
prediccion de la respuesta al tratamiento (Pefa et al., 2006; Alvarez et al.,
2007).

Ademas de las descritas, existen muchas otras bases de datos mediante
las cuales se investiga la resistencia del VIH, como son Stanford HIV Drug
Resistance Database (www.hivdb.stanford.edu), Los Alamos National
Laboratories (www.hiv.lanl.gov), Agence National de Recherches sur le SIDA
(ANRS) (http://www.hivfrenchresistance.org/), British HIV Association (BHIVA)
(http://www.bhiva.org/) o Centre Hospitalier du Luxembourg (CHL)
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Objetivos

El trabajo experimental de la presente Tesis se ha planteado en relacidén con
los antecedentes expuestos en el capitulo Introduccion, planteando los siguientes

Objetivos:

1. Comparar la capacidad de prediccion de la respuesta virolégica de cuatro
modelos genotipicos de interpretacion de la resistencia del VIH, previamente
desarrollados por la Red Andaluza para el Estudio de Resistencia a
Antirretrovirales (RAERA), la Agence Nationale de Recherches sur le SIDA
(ANRS), Visible Genetics (Siemens) y nuestro grupo de investigacion, asi

como dos interpretaciones (dual y continua) del Fenotipo Virtual (Virco).

2. Estudiar la posible influencia de otros factores en la capacidad de prediccion
de dichos modelos. Determinar qué modelos son capaces de predecir la
respuesta virolégica a un régimen de tratamiento antirretroviral con

independencia de otros factores.
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3.1. PACIENTES.

Para la realizacién de este estudio se recogié informacion referente a 258
pacientes con serologia positiva para el VIH y estudio de resistencias realizado entre
Enero de 2002 y Septiembre de 2003, procedentes de 14 hospitales (Tabla 3.1):
Hospital de Torrecardenas y Hospital de Poniente (Almeria); Hospital Clinico Virgen
de la Victoria, Hospital Carlos Haya y Hospital Costa del Sol de Marbella (Malaga);
Hospital Virgen del Rocio, Hospital Virgen de Valme y Hospital Virgen de la
Macarena (Sevilla); Hospital Puerta del Mar, Hospital de Jerez y Hospital de La
Linea (Cadiz); Hospital Juan Ramén Jiménez (Huelva); y Hospital Virgen de las
Nieves y Hospital Clinico San Cecilio (Granada), siendo este ultimo el centro desde
el cual se coordin6 la recogida de datos y donde se realizd el trabajo de
investigacién. Los hospitales en los que se realizaron los estudios genotipicos de
resistencias fueron el Hospital Virgen de Valme, Hospital Virgen de la Macarena,

Hospital Virgen de la Victoria y Hospital Clinico San Cecilio.

Tabla 3.1. Hospital de origen
Hospital Universitario San Cecilio (Granada) N=27 (11,5%)
Hospital Regional Universitario Carlos Haya (Malaga) N=30 (12,8%)
Hospital Virgen de las Nieves (Granada) N=26 (11,1%)
Hospital Virgen del Rocio (Sevilla) N=25 (10,7%)
Hospital Virgen Macarena (Sevilla) N=21(9,0%)
Hospital Puerta del Mar (Cadiz) N=21 (9,0%)
Hospital Torrecardenas (Almeria) N=18 (7,7%)
Hospital Virgen de la Victoria (Malaga) N=18 (7,7%)
Hospital Nuestra Sefiora de Valme (Sevilla) N=16 (6,8%)
Hospital de Jerez (Cadiz) N=10 (4,3%)
Hospital Juan Ramén Jiménez (Huelva) N=9 (3,8%)
Hospital Costa del Sol (Marbella, Malaga) N=7 (3,0%)
Hospital de Poniente (El Ejido, Almeria) 4 (1,7%)
Hospital La Linea (Céadiz) 2 (0,9%)
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Aunque inicialmente se partié de un total de 258 pacientes, con posterioridad
se excluyeron del estudio 15 pacientes que presentaban una carga viral basal <400
copias/ml, puesto que el limite de deteccion de niveles de ARN segun la técnica de
cuantificacion utilizada por cada hospital era 50, 200 6 400 copias/ml. Asimismo se
excluyeron otros 9 pacientes porque el tratamiento que recibieron tras el estudio de
resistencias incluia farmacos para los que no se habian desarrollado reglas de
interpretaciéon, como zalcitabina (ddC) o amprenavir (APV) no potenciado con
ritonavir (RTV); en el caso del APV sdélo se excluyeron los pacientes que

presentaban alguna mutacion en la PR.

Por tanto, este estudio se llevo a cabo finalmente con 234 pacientes, de los
que fueron recogidos los siguientes datos:

- Demograficos: numero de historia clinica, referencia, edad, sexo, hospital de

procedencia.

- Clinicos: recuento de linfocitos CD4+ a nivel basal (justo antes del cambio de
tratamiento), a los tres y a los seis meses; niveles de ARN de VIH a nivel basal,
a los tres y a los seis meses.

- Terapéuticos: tratamientos previo y posterior al estudio de resistencias,
adherencia, nimero de fracasos, fecha de realizacion del test de resistencia,
fecha de inicio del nuevo tratamiento, numero de lineas de tratamiento, numero
de familias de antirretrovirales que han recibido previamente, caracteristicas del
nuevo régimen (numero de farmacos, numero de farmacos nuevos y numero de
familias nuevas).

- Genotipicos: mutaciones de resistencia a ITIANs, ITINANs e IPs.

La informacion procedente de los distintos hospitales se unificé en una unica
base de datos de SPSS sobre la que se comenzé a trabajar, calculando nuevas
variables a partir de las ya existentes: diferencia entre el logaritmo de la CV basal y a
los 3 meses (AlogCV3m), diferencia entre el logaritmo de la CV basal y a los 6
meses (AlogCV6m), CV indetectable a los 3 y 6 meses, numero de farmacos activos,
numero de mutaciones de resistencia a ITIANs, ITINANs e IPs; numero de TAMs y
UPAMSs; grado de sensibilidad al nuevo régimen (score) segun los distintos modelos

de interpretacion genotipicos y fenotipicos, etc...
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3.2. METODOS.
3.2.1. Determinacion de la carga viral plasmatica.

Los niveles plasmaticos de ARN o carga viral (CV) se determinaron mediante
la técnica automatizada de COBAS Amplicor (Roche Diagnostics), que permite
realizar simultaneamente la amplificacién y cuantificacién de dicho material genético.
Esta basada en 5 procesos fundamentales: 1) obtencion del RNA de la muestra; 2)
transcripcion inversa para generar ADNc; 3) amplificacion de este ADNc por PCR
con primers especificos; 4) hibridacion de los productos amplificados con sondas
oligonucleotidicas especificas y 5) deteccion por colorimetria de los productos
amplificados y unidos a las sondas. El material de partida es ARN plasmatico al que
se anade un control interno de cuantificacion, con un numero conocido de copias de
ARN, de tamafo y composicion de bases iguales al producto amplificado, a
excepcion de una pequefa region interna que servira para diferenciarlos en la

cuantificacion.

El limite de deteccion inferior fue distinto en funcién de la versién utilizada por
cada hospital: 200 copias/ml en los Hospitales de Poniente y Torrecardenas; 400
copias/ml en el Hospital Virgen de la Macarena, que posteriormente pasé a ser de

50 copias/ml; el resto de hospitales situa su limite en 50 copias/ml.

3.2.2. Detecciéon de mutaciones de resistencia.

El método de deteccion de mutaciones de resistencia empleado fue, en todos
los casos, la técnica de secuenciacion de acidos nucleicos de TruGene™ HIV-1
Genotyping Kit (Visible Genetics). Esta técnica consta de 5 etapas: extraccion del
acido nucleico, amplificacion mediante RT-PCR, reaccion de secuenciacion
bidireccional (CLIP) y electroforesis de los secuenciados, alineamiento de las

secuencias e interpretacion de los resultados (figura 3.1).
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Preparacion Ampilificacion cLp™ Software
de la muestra RT-PCR

Muestras RT-PCR Buffer CLIP™ Buffer GeneObject™ 3.1
Plasma RNase - Inhibitor AmpliTag FS GeneLibrarian 3.1
CMSP DTT Solution CLIP™ PR HIV Database
LCR CLIP™ RTA Data reports
Tejidos CLIP™ RTB

Procedimiento:
de extraccion
compatibles:
Qiagen

BVB

D.T. Boom
Roche Amplicor

HIV-1 pol

Figura 3.1. Etapas de la técnica de secuenciacion.

En el laboratorio hay tres areas bien diferenciadas para la realizaciéon de las
distintas etapas: en el area 1 se lleva a cabo la extraccion, asi como la preparacion
de las mezclas de reactivos necesarias para las reacciones de amplificacion y
secuenciacion; el area 2 es el area de PCR, donde se encuentra el termociclador

necesario para la amplificacion; por ultimo, el area 3 es el area de secuenciacion.

Con esta diferenciacion de zonas se consigue evitar cualquier contaminacion,

ya que el sentido de avance es siempre del area 1 al 2 y al 3, y nunca a la inversa.

3.2.2.1. Procesamiento de la muestra: extraccion del acido nucleico.

Esta es la primera etapa para la realizaciéon de cualquier técnica de Biologia
Molecular. Consiste en hacer accesible la diana, es decir, el acido nucleico del VIH,
que se encuentra dentro de la capside viral. Para ello se realiza un pretratamiento
del suero para conseguir la lisis de las particulas viricas; posteriormente se procede
a separar el acido nucleico de los restos virales y de las proteinas séricas
(generalmente se hace por unidon a una particula sélida o por precipitacion);
finalmente se lava el acido nucleico y se purifica, quedando al final una solucion que

contiene el ARN viral en condiciones de poder ser utilizado para la amplificacién.

En nuestro estudio se empled el protocolo de extraccion de Qiagen (TruPrep
QIAGEN®):
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Concentracion v lisis de la particula virica:

1.- Tomar 140 ul de suero. Si la muestra tiene una carga viral <1000 copias/ml
se centrifuga previamente para conseguir una mayor concentracion de acido
nucleico, con el objetivo de optimizar su posterior amplificacion (Erali, 2001). Para
ello se afiade 1 ml de muestra en un eppendorf y se centrifuga a 23.600 rpm/1
hora/4°C. Se descarta el sobrenadante con cuidado de no arrastrar el pellet y se
dejan 140 pl. Vortex 15-30”.

2.- Anadir 560 ul de Buffer AVL (agente de lisis). Vortex.

3.- Incubar 10 min. a temperatura ambiente. Spin 3.500 rpm/ 1 min.

Precipitacion y recuperacion del acido nucleico:

4.- Aiadir 560 pl de etanol 100% (precipitacion). Vortex 15-30 segundos.

5.- Transferir 630 pl de la muestra a una columna. Centrifugar a 8000 rpm/1’.
Recuperar la columna (ahi se queda el acido nucleico, que se separa de los restos

virales y proteinas séricas) y pasarla a un nuevo tubo de desecho.

6.- Transferir el resto de muestra (630 pl) a la columna. Centrifugar 8000

rpom/1’. Recuperar la columna y pasarla a un nuevo tubo de desecho.

Lavado del acido nucleico:

7.- Anadir 500 yl de Buffer AW1 a la columna. Centrifugar 8000 rpm/1’.

Recuperar la columna y pasarla a un nuevo tubo de desecho.

8.- Anadir 500 ul de Buffer AW2 a la columna. Centrifugar 13500 rpm/3’.
Recuperar la columna y pasarla a un tubo eppendorff. Centrifugar de nuevo a 13500
rom/1’.

9.- Pasar las columnas a un tubo eppendorff estéril.

Elucion del acido nucleico:

10.- AAdadir 60 ul de Buffer AVE (eluyente). Incubar 1’ a temperatura ambiente.
Centrifugar a 8000 rpm/1’.
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11.- Asegurarse de que exista solucion (ahi esta el acido nucleico, que el
eluyente ha separado). Desechar la columna y guardar el eppendorff en nevera. Si la

muestra no se va a procesar inmediatamente, congelar a -70°C.

3.2.2.2. Amplificacion del acido nucleico: RT-PCR.
La amplificacion se realizé de acuerdo al siguiente protocolo:

Preparacion de la RT-PCR Master Mix | (trabajar en hielo)

e Descongelar los reactivos a temperatura ambiente, excepto las enzimas y
el inhibidor de la RNAsa. Vortex y centrifugar a 13.500 rpm unos
segundos.

e Preparar la RT-PCR Master-Mix | en un tubo de 0.5 ml afadiendo los
siguientes reactivos en el orden y proporciones que se especifican en la
tabla 3.2 (los volumenes, expresados en pl, estan ajustados segun el
numero de muestras a procesar):

e Mezclar bien la Master-Mix | y anadir 9 ul de la misma a cada tubo de PCR
de 0.2ml.

e Anadir 17 pl de muestra o control al tubo que contiene 9 ul de Master-Mix

I. Mezclar con la pipeta.

N° muestras 3 4 5 6 7 8
RT-PCR primers 21 | 27 | 36 | 42 | 48 | 54
dNTP 53 (68| 9 |105]| 12 | 13,5
DTT 35 (45| 6 7 8 9
Inhibidor de RNAsa | 1,8 | 23 | 3 35 | 4 4,5

Tabla 3.2. Reactivos para la RT-PCR Master-Mix I.

Preparacion de la RT-PCR Master Mix Il (Trabajar en hielo)

e Preparar la RT-PCR Master-Mix Il en un tubo de 0.5 ml afadiendo los
siguientes reactivos en el orden y proporciones que se especifican en la

tabla 3.3. Trabajar en un tiempo inferior a 15 minutos.
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N°® muestras 3 4 5 6 7 8
RT-PCR buffer 35 | 45 | 60 | 70 80 90
Inhibidor de RNAsa | 1,8 | 2,3 3 3,5 4 4,5
RT-Enzima 3,5 | 45 6 7 8 9
ADN polimerasa 88 | 11,3 | 15 |17,5| 20 | 22,5

Tabla 3.3. Reactivos para la RT-PCR Master-Mix II.

e Mezclar bien la Master-Mix Il y mantenerla en hielo para transportarla

después al area de PCR.

Montaje de la RT-PCR

e Seleccionar en el termociclador el programa de RT-PCR. Precalentar el

aparato a 90°C. Pulsar pausa.

e Transferir los tubos con la mezcla Master-Mix I/muestra al area de PCR y
situar en el termociclador precalentado. Ejecutar el programa de RT-PCR y
cuando las muestras hayan estado 5 minutos a 50°C, pulsar pausa y
afadir 14 pl de la Master-Mix Il a cada tubo de PCR. Mezclar bien y
ejecutar el programa, que durara aproximadamente 4 horas. El perfil de

amplificacion es el siguiente:

90°C, 2 min.
50°C, 5 + 55 min,
94°C, 2 min.
Il
94 °C, 30 seg. 94 °C, 30 seg.
57°C,30seg ~ x20 + 60 °C, 30seg. »~x17
68 °C, 2 min. 68 °C, 2.5 min.

gs

68 °C, 7 min.
4°C, »

Al finalizar se puede continuar con la secuenciacibn o conservar los

amplificados a 4°C hasta el dia siguiente.
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3.2.2.3. Secuenciacién bidireccional y electroforesis de los secuenciados.

La reaccion de secuenciacidn que realizamos se basa en la secuenciacion

bidireccional. Esta, que se conoce como reaccion CLIP™

, N0 es mas que una
modificacion del método de Sanger que emplea terminadores de la secuencia de
ADN en forma de didesoxinucleotidos (ddNTP). Los ddNTPs carecen del grupo —OH
en el carbono 3 del azucar, que es el responsable de la uniéon de los nucledsidos
entre si a través del grupo fosfato para formar el nucledétido e incorporarse a la
cadena del acido nucleico. Por lo tanto, si un enzima al elongar una cadena de ADN
coloca en vez de una adenina en forma de dATP una ddATP, la cadena que se esta
formando se trunca y no puede ser elongada mas. Por esto se dice que los ddNTPs

son terminadores.

La mayoria de los métodos que se emplean para secuenciar emplean los
terminadores marcados con fluoréforos. En este caso los terminadores no estan
marcados, son los primers los que se marcan. En concreto, un primer incorpora
Cy5.5 como fluoroforo en 5 y el otro primer incorpora Cy5.0 en 3°. Estos dos
fluoréforos tienen la caracteristica de emitir luz a distintas longitudes de onda (690 y
670 nm respectivamente), de modo que podremos diferenciar con un laser la
emision de los productos de secuenciacién iniciados con cada uno de estos dos
primers y, de esta manera, conoceremos en un mismo tubo la secuencia sense y
antisense (forward y reverse). El secuenciador semiautomatico dispone de un
sistema laser que hace lecturas cada 30 segundos, de manera que va registrando
las senales que emiten los fluordforos: el producto de secuenciacion en la direccion
5 Cy5.5, que emite a 550 nm; en direccion 3’ incorpora Cy5.0 y emite a 670 nm. El
secuenciador tiene un sistema de registro de ambas longitudes de onda, de modo
que lee a la vez la secuencia de la direccidén 5’ y 3'. Por esto a esta tecnologia se la

conoce como secuenciacion bidireccional.

Alicuotar primers-terminadores

Partimos del producto de amplificacion de 1.3 Kb del gen pol. Para cada
amplificado a secuenciar vamos a realizar tres reacciones distintas de
secuenciacion: CLIP PR, en la que investigaremos la secuencia de la proteasa

(codones 6-95 aproximadamente); CLIP RTA, en la que investigaremos una parte de
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la transcriptasa reversa (RT beginning, codones 38-140 aproximadamente) y
finalmente, CLIP RTB, en la que investigaremos otro fragmento de la transcriptasa

reversa (RT middle, codones 130-249 aproximadamente).

Para llevar a cabo la secuenciacion, para cada una de las tres regiones (PR,
RTA, RTB) se necesitan 4 tubos (A, C, G, T). En cada uno de ellos se afiaden los
primers de secuenciacion marcados con Cy5.5 y Cy5.0, el didesoxinucledtido
correspondiente (ddATP, ddCTP, ddGTP y ddTTP) y los dNTPs.

e Trabajando en hielo, alicuotar 7 ul de cada primer-terminador-dNTP en los

12 tubos correspondientes a cada muestra.

Preparacion de la CLIP Master-Mix

e Descongelar los reactivos de la CLIP excepto la enzima.
e Preparar la master mix con los siguientes reactivos en el orden y
proporciones que se especifican en la tabla 3.4, y comprobar que se ha

mezclado bien (pipetear arriba y abajo):

N° muestras 3 4 5 6 7 8

Agua 246 | 328 | 437 | 475 | 550 | 626
CLIP buffer 62 |83 111 [ 120 | 139 | 158
Amplitaq FS 11,7 1 15,6 | 20,8 | 22,5 | 26,1 | 29,7

Tabla 3.4. Reactivos para la CLIP Master-Mix.

e Anadir 95 pl de la mezcla de reaccion por tubo.

e Trabajando en el area de secuenciacion, y siempre en hielo, afiadir 5 pl del
producto de amplificacion a su correspondiente tubo con CLIP Master-Mix.
Mezclar bien.

e Transferir 5 yl a cada uno de los 12 tubos en que se alicuotaron los

primers-terminadores.

Secuenciacion

e Precalentar el termociclador a 94°C, colocar los tubos y ejecutar el

programa de secuenciacion, que consta de los siguientes ciclos:
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94°C, 20 seg
94°C, 5 min. |:> 56°C, 20 seg. x 30 |:> 70°C, 5min.
70°C, 1,5 min. 4°C, O/N

e Una vez finalizado, afadir 14 ul de solucion de parada (formamida +
colorante) por tubo (Tural, 2002). En este momento se pueden conservar
las muestras a 4°C hasta el dia siguiente.

e Antes de realizar la electroforesis de las muestras, desnaturalizarlas a
90°C durante cinco minutos en el termociclador del area de secuenciacion.

Pasar inmediatamente a hielo.

(cupPr)  (CORRTA (CHEIRTS

.
RT-PCR "~
Amplicon
—
....... : —_—
PR PR46 RT1  RT41 " RTI15  RT215 RT247

HIV-1 pol

Figura 3.2. Secuenciacion

5" ACTGTCAAAGTCATGCTACATGCATGCTACGATCGATAGCTACATGACCATGCTAATGACTA 3’
3" ACTGGTACGATTACTG Cy5.0

3’ ATGTACTGGTACGATTACTG Cy5.0

3" ATCGATGTACTGGTACGATTACTG Cy5.0

3> AGCTATCGATGTACTGGTACGATTACTG Cy5.0

3° ATGCTAGCTATCGATGTACTGGTACGATTACTG Cy5.0

3’ ACGATGCTAGCTATCGATGTACTGGTACGATTACTG Cy5.0

3> ACGTACGATGCTAGCTATCGATGTACTGGTACGATTACTG Cy5.0

3’ ATGTACGTACGATGCTAGCTATCGATGTACTGGTACGATTACTG Cy5.0

3" ACGATGTACGTACGATGCTAGCTATCGATGTACTGGTACGATTACTG Cy5.0

3" AGTACGATGTACGTACGATGCTAGCTATCGATGTACTGGTACGATTACTG Cy5.0

3" AGTTTCAGTACGATGTACGTACGATGCTAGCTATCGATGTACTGGTACGATTACTG Cy5.0

3° ACAGTTTCAGTACGATGTACGTACGATGCTAGCTATCGATGTACTGGTACGATTACTG Cy5.0

Figura 3.3 (a) Después de 30 ciclos.
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3> TGACAGTTTCAGTACGATGTACGTACGATGCTAGCTATCGATGTACTGGTACGATTACTGAT 5°
Cy5.5 TGTCAAAGTCA 3’

Cy5.5 TGTCAAAGTCATGCTA 3’

Cy5.5 TGTCAAAGTCATGCTACA 3’

Cy5.5 TGTCAAAGTCATGCTACATGCA 3’

Cy5.5 TGTCAAAGTCATGCTACATGCATGCTA 3’

Cy5.5 TGTCAAAGTCATGCTACATGCATGCTACGA 37

Cy5.5 TGTCAAAGTCATGCTACATGCATGCTACGATCGA 3’

Cy5.5 TGTCAAAGTCATGCTACATGCATGCTACGATCGATA 3’

Cy5.5 TGTCAAAGTCATGCTACATGCATGCTACGATCGATAGCTA 3’

Cy5.5 TGTCAAAGTCATGCTACATGCATGCTACGATCGATAGCTACA 3°

Cy5.5 TGTCAAAGTCATGCTACATGCATGCTACGATCGATAGCTACATGA 3’

Cy5.5 TGTCAAAGTCATGCTACATGCATGCTACGATCGATAGCTACATGACCA 3°

Cy5.5 TGTCAAAGTCATGCTACATGCATGCTACGATCGATAGCTACATGACCATGCTA 37

Cy5.5 TGTCAAAGTCATGCTACATGCATGCTACGATCGATAGCTACATGACCATGCTAA 3°

Cy5.5 TGTCAAAGTCATGCTACATGCATGCTACGATCGATAGCTACATGACCATGCTAATGA 3°
Cy5.5 TGTCAAAGTCATGCTACATGCATGCTACGATCGATAGCTACATGACCATGCTAATGACTA 37

Figura 3.3 (b) Después de 30 ciclos.

Electroforesis de los productos de secuenciacién

Al final de los 30 ciclos de la reaccién de secuenciacion, para cada muestra
disponemos de 12 tubos: 4 de la CLIP PR (uno con ddATP; otro con ddCTP; otro
con ddGTP; y otro con ddTTP), 4 de la CLIP RTA y 4 de la CLIP RTB. En cada uno
de esos tubos tenemos: primers marcados y no incorporados, los de menor tamano;
distintos fragmentos con distinto peso molecular y con primers marcados
incorporados; productos de secuenciacion completos, con primers incorporados, los

de mayor tamano; y cDNA en exceso sin secuenciar.

Cuando se realiza la electroforesis estos componentes se separan en funcion
de su peso molecular. Disponemos de todos los fragmentos con incrementos en su
tamano, de base en base, y marcados con Cy5.5 si se sintetizaron en direccion 5, y
con Cy5.0 si se sintetizaron en direccion 3'.

e Tomar un cristal y colocarle el peine de 16 pocillos. Asegurarlo en su
posicidon correcta en la tostadora (gel toaster) y llenar con la pistola de gel
de poliacrilamida con cuidado de no formar burbujas.

e Conectar la tostadora y, transcurridos tres minutos de exposicion a luz UV,
retirar el cristal y limpiar con cuidado los restos del polimero formado que
quedan alrededor del peine. Retirar el peine con cuidado de no romper los

pocillos del gel.
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e Colocar el cristal en el secuenciador (Long-Read Tower™) con cuidado de
hacer coincidir los carriles con el lector de laser; llenar las camaras
superior e inferior con 1 ml de buffer TBE 1x.

e Hacer un pre-run para que el buffer TBE comience a pasar por los carriles.

e Lavar los pocillos con TBE 1x. Cargar en cada pocillo 1,5 uyL de muestra
desnaturalizada.

e Correr las muestras durante 50 minutos a 60 °C y con 2000 voltios de

corriente.

Antes de cargar los pocillos se ha de programar el secuenciador introduciendo
en el software los datos de la muestra, de las regiones y direcciones que se van a

cargar en cada uno de los pocillos del gel y los parametros de electroforesis.

Tras finalizar el tiempo de electroforesis, el aparato recoge todas las sefales
emitidas en cada carril y las transforma en un cromatograma. De este modo
disponemos de 8 cromatogramas para cada region que se secuencia: 4

correspondientes a las bases A, C, Gy T en direccion 5’ y otros 4 en direccion 3.

" cDgé

Productos completos marcados

Nea——
A———"C

Productos terminados marcados

N

uoioeiBiw ap uoidsanq

-~

Primers marcados

A Cc G T

Figura 3.4. Migracion en el gel.
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3.2.2.4. Alineamiento de las secuencias e interpretacion de los resultados.

El paso final para la secuenciacion consiste en el alineamiento de las
secuencias. Mediante este procedimiento el software integra los 4 cromatogramas
obtenidos para cada region secuenciada (PR, RTA y RTB) y para cada direccién (5’
y 3’). Tras hacer la asignacién de bases (base calling), podemos visualizar la

secuencia correspondiente a cada una de la regiones y cada una de las direcciones.

TR DRI ROL

P

TR

MJuMMWMJ_ML&ULAmJ
—-\AAWMAJ!K VO T ST S TE lﬂmﬂAA_Lj\‘ )

I N
l

Figura 3.5. Alineamiento y denominacion de las bases.

Después de revisar la calidad de las secuencias es necesario combinar las
secuencias obtenidas en las direcciones 5’ y 3’ de cada regién secuenciada, y
ademas combinar todas las regiones una tras otra (PR, RTA y RTB). Asimismo,
enfrentamos las secuencias obtenidas con una cepa de referencia en la que no
existen mutaciones de resistencia (cepa salvaje, wild type o WT, HIV-1 B LAV-1)
(Erali et al., 2001).

A continuacion, revisamos la secuencia completa, viendo las bases en las que
no existe concordancia entre las direcciones 5’ y 3’ o con la secuencia wild type y
revisando todas las posiciones de resistencia. En estos pasos debemos ser
extremadamente cautelosos, ya que somos nosotros los que vamos a decidir si

estamos o0 no de acuerdo con la interpretacidon que el software realiza.
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Finalmente, comprobamos que no existen posibles contaminaciones cruzadas

con otras muestras (fingerprinting).

Las secuencias obtenidas pueden ser transformadas a formato de texto para

ser exportadas y de esta manera realizar subtipado, analisis de mutaciones de

resistencia mediante otros algoritmos de interpretacion diferentes, etc.
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3.2.3. Interpretacion de las mutaciones de resistencia.

En los pacientes a los que se realizo el estudio de resistencias se investigo la
presencia de las mutaciones de resistencia incluidas en el software de TruGene™
HIV-1 (GuideLines 6.0, Visible Genetics), las publicadas por la Internacional AIDS
Society en 2004 (Johnson VA et al. 2004; disponibles en: http//:www.iasusa.com) y
la versidn n° 12 de los algoritmos de la ANRS (ANRS AC-11, Septiembre 2004;
disponible en: http//:www.hivfrenchresistance.org). Las mutaciones investigadas,

clasificadas por familias de farmacos, se resumen en la tabla 3.5.

Mutaciones de Mutaciones de Mutaciones de
resistencia a ITIAN resistencia a ITINAN resistencia a IP
M41L A98G/S L10FIRV
E44D L100I K20MRTI
AB2V K101E/H/P/Q L24]
K65R K103N D30N
D67N V106A/I V32l
T69D/N/G/S V108lI L33F/IV
INSER6G9 V179D/E/N M36l
K70R/E Y181C/I/V M46I/L/P
K70E Y188C/H/I/L 147V
L74V G190A/E/S G48IvV
V75I/T/M/S/IA P225H I150VL
F77L F227L F53L
Y115F M230L I54L/M/SIVIT
F116Y P236L M58E
V118 M238T L63P
Q151M A7T1/ILITIV
M184V/I G73A/C/SIT
M208Y M74S
L210W V771
T215Y/F/C V82A/F/SIT
K219Q/E/R 184V
M221Y N88D/S
L9OM

Tabla 3.5. Mutaciones de resistencia investigadas.

La pagina web de la Universidad de Stanford (http://hivdb.stanford.edu/)
dispone de un programa de acceso libre y gratuito (H/Vdb Program), que realiza una

interpretaciéon de la resistencia a los diferentes antirretrovirales al introducir una
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secuencia completa o una lista de mutaciones de la RT o PR de la cepa problema.
El algoritmo de interpretacion de la Universidad de Stanford es el mas difundido
entre la comunidad cientifica, ya que se actualiza de forma continua basandose en
trabajos cientificos de calidad. Con el fin de determinar el grado de resistencia de
nuestra poblacion a los antirretrovirales disponibles creamos la variable “Numero de
farmacos activos”. Introduciendo en el programa las mutaciones detectadas en
cada paciente (entre las de la tabla 3.5) obtuvimos una interpretacion de la
resistencia a cada farmaco, con varias categorias: “sensibilidad”, “actividad

” “

disminuida”, “posible resistencia”, “resistencia”. Nosotros consideramos “farmacos
activos” solo los clasificados como “sensibles” por la aplicacion, sin tener en cuenta
aquellos en los que se preveia algun grado, aunque fuera minimo, de resistencia. Es
importante destacar que nosotros no hemos utilizado este programa como una
interpretacion de la resistencia a los farmacos del tratamiento de rescate, sino
como una herramienta mas para describir las caracteristicas basales de la poblacién
estudiada, que nos permite conocer cuantos farmacos no se verian afectados por las

mutaciones detectadas.

3.2.3.1. Algoritmos para la interpretacion de la resistencia a farmacos

antirretrovirales.

Las mutaciones detectadas fueron interpretadas mediante seis algoritmos,
cuatro algoritmos genotipicos y dos interpretaciones (continua y dual) del fenotipo

virtual:

= Algoritmo Andalucia.

Se trata de un algoritmo genotipico, aplicado por los distintos centros que
forman parte de la Red Andaluza para el Estudio de Resistencias a Antirretrovirales
(RAERA) para interpretar las mutaciones de resistencia a los antirretrovirales. Esta
compuesto por las reglas de interpretacion de la resistencia a ITIANs, ITINANs e IPs
que se muestran en las tablas 3.5, 3.8 y 3.9, basadas en los algoritmos de la ANRS
(IPs), Detroit Medical Center (http://www.ablsa.com/), Universidad de Stanford y
diversas publicaciones cientificas de relevancia internacional (Bacheler et al., 2001;
Casado et al., 2000; Conway et al., 2001; Chantret et al., 2002; Colonno et al., 2002;
Doyon et al., 2003, Marcelin et al., 2003a; Underwood et al., 2005; Whitcomb et al.,
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2003). La resistencia esperada frente a cada farmaco integrante del tratamiento se

clasifico en 3 categorias: “sensibilidad”, “actividad disminuida” y “resistencia”.

= Algoritmo Andalucia-DTL.

Este algoritmo es una variante del anterior: las mutaciones de resistencia a
todos los farmacos, excepto didanosina, tenofovir y lopinavir/ritonavir, fueron
interpretadas segun las mismas reglas que el algoritmo Andalucia, pero estos 3
farmacos fueron interpretados mediante reglas desarrolladas por nuestro grupo de
investigacion en trabajos previos (Alvarez et al., 2004; Alvarez et al., 2005; Martinez,
2004) con el fin de validar su utilidad. La resistencia esperada frente a cada farmaco
integrante del tratamiento se clasific6 en 3 categorias: “sensibilidad”, “actividad

disminuida” y “resistencia” (tablas 3.6, 3.8 y 3.10).

= Algoritmo ANRS-DTL.

Este algoritmo genotipico interpreto la resistencia a los antirretrovirales segun
las reglas publicadas en el documento AC-11, de Septiembre de 2003, de la Agence
Nationale de Recherches sur le SIDA (ANRS, Francia. Disponible en:
http://www.hivfrenchresistance.org), excepto en el caso de didanosina, tenofovir y
lopinavir/ritonavir, que fueron interpretados mediante las mismas reglas que el
algoritmo Andalucia-DTL para valorar su capacidad de prediccion de la respuesta.
Las reglas para las distintas familias de farmacos se muestran en las tablas 3.7, 3.8
y 3.11. La resistencia esperada frente a cada farmaco integrante del tratamiento se

” o«

clasifica en 3 categorias: “sensibilidad”, “actividad disminuida” y “resistencia”.
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Tabla 3.5. Algoritmo Andalucia: interpretacion de las mutaciones de resistencia
a ITIAN.
FARMACO RESISTENCIA ACTIVIDAD DISMINUIDA
-T215Y/F (pero T215Y/F+M184V | - 2 NAMs sin la 215 Y/F
= SENSIBLE) - 3 de M41L, D67N, K70R,
- 3 NAMs sin la 215Y/F L210W, 215 no Y/F + M184V
AZT -5 NAMs sin 215Y
-Q151M
- Insercion 69
- M184V/I - K65R
3TC - Insercién 69 -Q151M
- M41L + L210W + T215Y/F +
E44D, V118l
- L741/V+184V -L74V
-Q151M - M41L+D67N+L210W+ T215Y
ddl - Insercién 69 - M41L + D67N + L210W + T215Y
- K65R + 1 de E44D, T69D/N/S, L74I/V,
- M41L + D67N + L210W + V118l + M184v
T215Y + 1 de E44D, T69D/N/S,
L74V, V118I
- V75M/S/AIT - 3 de M41L, D67N, K70R,
-Q151M L210W, 215F, K219Q/E
- M41L + L210W + T215Y k/|2118(ilv\\; T215F, K219Q/E +
- 24 de M41L, D67N, K70R,
L210W, T215F, K219Q/E
-25de: M41L, D67N, L74V, -4 de : M41L, D67N, L74V,
M184VI/I, L210W, T215Y/F M184VI/I, L210W, T215Y/F
-Q151M - K65R
ABC .
- Insercion 69
- L74V+ M184V
- K65R+ M184V
- K65R - K65R + M184V
TDE - Insercion 69 -4 NAMs sin T215Y
- 41L, 210W, 215Y -5 NAMs sin T215Y + M184V
- 5 NAMs sin 215Y
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Tabla 3.6. Algoritmo Andalucia-DTL: interpretaciéon de las mutaciones de resistencia a

ITIAN.
FARMACO RESISTENCIA ACTIVIDAD DISMINUIDA
- T215Y/F (pero T215Y/F + M184V | - 2 NAMs sin la 215 Y/F
= SENSIBLE) - 3 de M41L, D67N, K70R,
- 3 NAMs sin la 215Y/F L210W, 215 no Y/F + M184V
AZT - 5 NAMs sin 215Y
-Q151M
- Insercién 69
- M184V/I - K65R
3TC - Insercion 69 - Q151M
- M41L + L210W + T215Y/F + E44D,
V118l
- L74I/V + M184V - L74V
-Q151M
- Insercién 69
ddl - K65R
- M41L+ D67N + V1181 + L210W +
T215Y - K70R - M184V 2 2
- V75M/S/AIT - 3 de M41L, D67N, K70R, L210W,
-Q151M 215F, K219Q/E
_ Insercién 69 - 4 de M41L, D67N, K70R, L210W,
dat ML + L210W + T215Y T215F, K219Q/E + M184V
- M41L + D67N + K70R + L210W +
T215F + K219Q/E = 4
-2 5de : M41L, D67N, L74V, -4 de : M41L, D67N, L74V, M184V/I,
M184V/l, L210W, T215Y/F L210W, T215Y/F
-Q151M - K65R
ABC - Insercién 69
- L74V+ M184V
- K65R+ M184V
- K65R - K65R + M184V
TDE - Insercion 69 - M41L + E44D + D67N + V118l +

- M41L + E44D + D67N + V118l +
L210W +T215Y - M184V/l 2 4

L210W +T215Y - M184V/I = 3
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Tabla 3.7. Algoritmo ANRS-DTL: interpretaciéon de las mutaciones de resistencia a
ITIAN.

FARMACO RESISTENCIA ACTIVIDAD DISMINUIDA
- T215Y/F (T215Y/F + M184V = -2 NAMs sinla 215 Y/F
SENSIBLE) - 3 de M41L, D67N, K70R,

- 3 NAMs sin la 215Y/F L210W, 215 no Y/F + M184V
AZT | 5 NAMs sin 215Y
-Q151M
- Insercion 69
- M184V/I
- Insercion 69 - K65R
3TC
- M41L + L210W + T215Y/F + E44D, -Q151M
V118l
-Q151M -L74V
ddl - K65R
- Insertion at codon 69
-M41L + T69D + L74V + T215Y/F +
K219Q/E - K7T0R - M184 V/1 2 2
- V75M/S/AIT - M41L + D67N + K70R + L210W
- M41L + L210W + T215Y kﬁs% T215F, K219Q/E +
- M41L + D67N + K70R + L210W +
T215F + K219Q/E 2 4
- M41L + D67N + L74V + M184V/I +
L210W + T215Y/F =5 - M41L + D67N + L74V +
M184V/I + L210W + T215Y/F = 4
-Q151M
ABC - Insercién 69 - KB5R
-L74V + M184V
- K65R + M184V
- K65R - M41L + E44D + D67N +
- M41L + E44D + D67N + T69D/N/S + T215YIF =3-5
L74V + L210W + T215Y/F 26
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Tabla 3.8. Interpretacion de las mutaciones de resistencia a ITINAN
mediante los algoritmos Andalucia, Andalucia-DTL y ANRS-DTL.
Mutaciones EFV NVP
A98G AD AD
L100I AD S
K101E/Q R R
K103N/S R R
K103S + V179D R R
V106A S R
V106M R R
v108I AD AD
G190A R R
G190S R R
Y181Cil R R
Y188C/H S R
Y188L R R
E225H R R
M230L R R
22 de L1001, K106E, V106A, R R
Y181C/l, G190A/S, M230L

R= Resistencia; AD= Actividad disminuida; S= Sensibilidad.
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Tabla 3.9. Algoritmo Andalucia: interpretacion de las mutaciones de resistencia a
IPs.
FARMACO RESISTENCIA ACTIVIDAD DISMINUIDA
= 3 de: L10F/I/R/V, K20M/R, V32I,
IDV/r | L33F, M46L, 147V, G48V, I50V,
I54M/L/TIV, AT11/LIVIT, G738, 77,
V82A/F/S/T, 184V, N88S/D, L90M
- D30ON V82A/F/SIT 6 184A/NV 6 N88S/D y
NFV | _LooM > 2 de: L10I, M361, M46I/L,
I54V/LIM/T, A7T1VIT, VT77I
- G48V
SQV/r - 2de: L241, 154VL, 162V,
V82A/F/S/T, 184V, L90M
- 150V
- V321 + 147V
FoSAPVIr | > 6 de: L10F/IV, K20M/R, E35D,
R41K, 154V, L63P, 82A/F/S/T, 184V
- V321 + 147A 5 mutaciones de: L10F/I/R/V,
- 2 6 mutaciones de: L10F//R/V, | K20M/R, L241, L33F, M46I/L,
LPV/r | K20MIR, L241, L33F, M46IL, 150V, | 150V, FS3L, ISAM/LIT/V, LG3P,
F53L, 154M/L/T/V, L63P, AT1/LIVIT, G73S, V82A/F/SIT,
ATAIILIVIT, G73S, V82AIF/S/T, 184V, L9OM
184V, L9OM
- 150L
- 2 6 mutaciones de: L10F/I/V,
ATZIr | K20UMIR, L241, L33F/IIV, M3BI/LIV,
M46l/L, G48V, 154L/V, L63P,
AT1/TIV, GT3A/C/SIT, V82A/F/SIT,
184V, N88S, L90M.
= 8 mutaciones de: L10V, 113V, i—270:\nﬂl/JFt{e/l\c/iolr_1§§FdeéSIég)VMgL?;V,
K20M/R/V, L33F, E35G, M36l, K43T ' ’ , ’
TPVIr K43T M46L, 147V, I54A/M/V,
M46L, 147V, I54A/M/V, Q58E, H69K,
T74P. V82L/T. N83D. 184V Q58E, H69K, T74P, V82L/T,
’ ’ ’ ’ N83D, 184V.

104




Pacientes y Métodos

Tabla 3.10. Algoritmo Andalucia-DTL: interpretacion de las mutaciones de
resistencia a IPs.

FARMACO

RESISTENCIA

ACTIVIDAD DISMINUIDA

IDVI/r

= 3 de: L10F/I/R/V, K20M/R,
V32, L33F, M46L, 147V, G48V,
150V, I54M/LITIV, AT1IILIVIT,
G73S, 77, V82A/F/SIT, 184V,
N88S/D, L9OM

NFV

- D30ON
- LOOM

V82A/F/SIT 6 I84A/V 6 N88S/D y
2 2 de: L10I, M361, M46I/L,
I154V/ILIMIT, AT1VIT, V771

SQVIr

- G48V

- 2de: L241, 154VL, 162V,
V82A/F/SIT, 184V, L90OM

FosAPVIr

- 150V
- V321 + 147V

- 2 6 de: L10OF/I/V, K20M/R,
E35D, R41K, 154V, L63P,
82A/F/SIT, 184V

LPVIr

- V321 + 147A

- 2 3 de L10F/I/IR/V, M46L, 154V,
V82A/FISIT, 184V

ATZIr

- 150L

- 2 6 mutaciones de: L10F/I/V,
K20I/M/R, L24l, L33F/I/V,
M36I/L/V, M46l1/L, G48V, 154L/V,
L63P, A71l/T/V, GT3A/C/SIT,
V82A/F/SIT, 184V, N88S, L90OM.

TPViIr

= 8 mutaciones de: L10V, 113V,
K20M/R/V, L33F, E35G, M36l,
K43T M46L, 147V, IS4A/M/V,
Q58E, H69K, T74P, V82L/T,
N83D, 184V.

4-7 mutaciones de: L10V, 113V,
K20M/R/V, L33F, E35G, M36l,
K43T M46L, 147V, IS4A/M/V,
Q58E, H69K, T74P, V82L/T,
N83D, 184V.
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Tabla 3.11. Algoritmo ANRS-DTL.: interpretacion de las mutaciones de
resistencia a IPs.
FARMACO RESISTENCIA ACTIVIDAD DISMINUIDA
> 3 de: L10F//R/V, K20M/R, V32l
IDV/r L33F, M46L, 147V, G48V, 150V,
I54M/L/TIV, ATAI/LINVIT, GT3S, 77,
V82A/F/S/T, 184V, N88S/D, L90OM
- D3ON V82A/F/S/T 6 IB4AIV &
NEV - L9OM N88S/D y = 2 de: L10I, M36,
M46I/L, I54V/L/IM/T, ATAV/T,
V77
- G48V
SQV/r | -2de: L24l, I54VL, 162V,
V82A/F/S/T, 184V, LOOM.
- 150V
- V32l + 147V
FosAPVIr | _> 6 de: L10F/I/V, K20M/R, E35D,
R41K, 154V, L63P, 82A/F/S/T,
184V
- V321 +147A 6-7 de: L10F/IIR/V, K20M/R,
- 2 8 de: L10F/I/R/V, K20M/R, L24l, L33F, M46I/L, 150V,
LPVIr L241, L33F, M46I/L, 150V, F53L, | FS3L, IS4M/L/T/V, L63P,
I54M/L/TIV, L63P, ATAULIV/T, | ATAILIVIT, V82A/FISIT, 184V,
V82A/F/SIT, 184V, L9OM. L90M.
- 150L
- 2 6 mutaciones de: L10F/I/V,
ATZIr K20I/M/R, L241, L33F/IIV,
M36I/L/V, M46I/L, G48V, I54L/V,
L63P, A71I/T/V, GT3A/C/S/T,
V82A/F/SIT, 184V, N88S, L9OM.
= 8 mutaciones de: L10V, 113V, 4-7 mutaciones de: L10V,
K20M/R/V, L33F, E35G, M36l, 113V, K20M/R/V, L33F, E35G,
TPVIr | K43T M46L, 147V, I54AIM/V, M361, K43T M46L, 147V,
Q58E, HB69K, T74P, V82L/T, I54A/M/V, Q58E, HB9K, T74P,
N83D, 184V. V82L/T, N83D, 184V.
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= Algoritmo Visible Genetics.

Este algoritmo genotipico interpretd las mutaciones de resistencia del VIH,
detectadas mediante el sistema TRUGENE™ HIV-1 Genotyping Test, gracias a un
software de ultima generacion que aplico las GuideLines® 6.0 (Visible Genetics Inc.,
Toronto, Ontario, Canada). Las GuideLines® consisten en un sofisticado algoritmo
(dada su gran extension, no se muestra), desarrollado y actualizado regularmente
por un panel internacional de expertos en VIH para incorporar nuevas mutaciones de
resistencia o afadir nuevos antirretrovirales aprobados, de forma que la toma de

decisiones se base en una informacion lo mas actualizada posible.

El informe de mutaciones (figura 3.7) esta formado por 4 columnas, en las
que se muestran:
- Mutaciones de resistencia.
- Mutaciones silentes en todas las posiciones, es decir, cambios en las
bases que codifican el mismo aminoacido.
- Polimorfismos: mutaciones no localizadas en posiciones de resistencia.
- Mutaciones en posiciones de resistencia que no disminuyen la sensibilidad

a los farmacos.

El informe de resistencias, segun la interpretacion realizada por el software
(GuideLines® 6.0), clasifica la actividad de los farmacos prevista por el algoritmo en
las categorias “Resistencia”, “Resistencia parcial” y “No evidencia de resistencia”
(figura 3.8).
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HIV-1 PROTEASE AND REVERSE TRANSCRIPTASE MUTATION IDENTIFICATION

SAMPLE ICx L& Fi&1-0002
RATIEMT ICx futoiial
DATE DRAWN: 3 Mar 1993

DATEof REPORT: Tue 02/D6I1 0843 PM

T
121 (T M4 L{TTE)
139 {GAC)DE7H(AT)
205(4CT)TeaD (GAT)
SS0{AT G) M1V {GTE)
e2a(TTG)L210W (TGE)
B4 (ACC)T21 5Y (TAC)

250 (ACT) TadT (ACC)
233 (CCCYPIrP(CCT)
30 (SAA)K 104K (245)
39 (ACAIT 07T (ACG)
MG (TTTIFIGF (T
94 (ATAIN 3] (AT
415 (CCANP140P (CCR)
50z (TTA) LigsL (CTA)
ED{GM}EHc}E(GﬂE}
583 {CAG) Q1970 (CAL)
E:m{ AG)EZ4E (GAL)
§37 (GGAYG213G (GGG)
B33 (ALAIRZZ0K (2AG)
673 (TTC)F2e7F (TTT)
709 (GAT D237 D (GAC)

AT
112(TGT) C38GIC (KET)
127 (BAG K430 (CAG)
130 GAAIE4D (GAL)
178 {GTAYVieal (4TA)
352 (GTTIVNEIAT)
361 (GAT D121 (TAT)
403(ATA) 35T (ACA)
{
(GG
{t
{
{
{
{

434 (46T S1624(GCT)

586 (G5G) G136E (GAG)

607 (GAS)E203K (245

619 (CAA)R07E (GAL)
)

L
631 (AGGIRRIK (BA5)
G40 (CTTIL214F (TTT)

724 {CHG) R42 IR (VAE)

Resistance mutations  |Silent Mutations Polymorphisms: Unexpected mutations
(at all positions) coding changes not at resistant sites
at resistant sites
Ff Ffi i Ffi
28 (CTCIL10IN (RT&) 52 (CAA) 0180 (CAG) 43 (T4 1154 (GTA) 244 (GTC VBN (AMC)
58 (AL KA0R (AGG) 87 (TTAL3L (YTAF™ 103 GAd, E35SED | GAM)
106 (&7 ) Mg (ATA) 151 (GGAIGS1G{GGE) 108(AGT) 537N (84T Y
136 (T ) hdg | (ATA) 280 {GGTI 634G (GGC) 157 (TTTIFSaL (CTT)
160 (& C)I54W(GTC) 172 (CAG) 53E (GAG)
211 {GCTY A7V (GTTY RT 205 AAA) K70KIE (RA&)
244 (GTCIVEENT {AMC) 133 (GOG) G450 (LA 214 (A4 FRV(GTA)
250 {ATA) 194V (GTA) 193 (4441 KESH (A45)™ 292 { AAT) Naa ] (44T
232 (AGA) 78R (AGE)

Figura 3.7. Ejemplo de informe de mutaciones detectadas en la RT y PR mediante el sistema
TRUGENE™.
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TRUGENE RESISTAMCE REPORT

Sample I0:LA-PALI-0002 Date Otawn: 03 Mar 2000
Patient |0 fwbe vial Patiert Name: <N A
Report Oete: Jan 19, 2001, 16:01-33 0500 Physician:

Laboratory: <N A n=titution: <M A=
Contact: <NA>

RedevaniRT Mutations: MHL E44D DE7N TeaD V1 181 M184YV L2 10W T215Y

Muceoside RT hhibitors Resistance Interpretation
Zidowidine Resistance
didanosine Resistance
Zalcitahine Resistance
lamivudine Resistance
stavudine Resistance
abacavir Resistance
tenofovir Insufficient Data
foscamet Insufficient Data
HonNucleoside RT Inhibitors Resistance Interpretation

Redevant Protease Mutations: L101 L10YV K20R M361 Ma61 B4V A71VVE2T 184V

Protease hhibitors Resistance Interpretation
saguinavir Fartiaf Resisiince
indinavir Resistance
ritonavir Resistance
nelfmawvr Resistance
amprenavir Resistance

Resistance Intetpretation iz bazsed upon an international & pert panel interprettion of e waee phenotypic and i vivewirologic
response data avaliable as of February 2000 ©or correlation of Protease and BT sequences to antiretrowral drug resistance.
Thess indude primary and secondaty m UEtions.

SHreRre: tak:
MamerPrn. Tite:

The TRUGE HE A01c+ Resistzne ¢ Report uses GuideLires™rukes develogad by 2n intemationzl expart panel
'UlSIBL E Hatfar us 2in the United Smbes of Araencs, Canads, Jaman, ar Sashmlo.
GEMETICS DR 3.1.3E HF HA[200M0325) GuideLines 2.0 (+1.12) @2000 Yk Gendics Inc.

Hiw < Hir Face 1 0f4

Figura 3.8. Ejemplo de informe de resistencias de Visible Genetics.
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Calculo del score genotipico de susceptibilidad (GSS):

La interpretacién de las mutaciones realizada por cada uno de los 4
algoritmos genotipicos descritos, para cada farmaco del nuevo régimen terapéutico,
se transformé en valores numéricos, segun el método descrito por De Luca et al.
(2004): “Resistencia” = 0; “Actividad disminuida”, “Posible resistencia” o “Resistencia
parcial” = 0,5; “Sensibilidad” o “No evidencia de resistencia” = 1.

La actividad que se esperaba obtener con el régimen completo se calculo
como la suma aritmética del score de cada farmaco. Por ejemplo, si, segun uno de
los algoritmos, ddl=resistencia, TDF= sensibilidad y LPV/RTV= actividad disminuida,
la actividad del régimen completo tendra un valor=0+ 1+ 0,5=1,5. El valor 1,5 es
la puntuaciéon o score genotipico de susceptibilidad (GSS) que dicho algoritmo
otorga al régimen terapéutico administrado, en funcion de su interpretacion del
genotipo del paciente. En este caso, el régimen incluiria menos de 2 farmacos

activos.

* Fenotipo Virtual (FV).
La interpretacion de la resistencia mediante Fenotipo Virtual (VircoNETT'\’|
Version 1.6.1) se realizd6 de dos formas, cuantitativa y dual, obteniéndose dos

scores fenotipicos de sensibilidad: FVSS-continuo y FVSS-dual.

En los informes del FV (figura 3.8) se muestra la proporcién de casos en los
que el genotipo estudiado se asocia con susceptibilidad a cada uno de los
antirretrovirales (barras en verde). El calculo del FVSS-continuo de cada régimen
terapéutico se realiz6 mediante la suma aritmética de dicho valor en todos los
farmacos del tratamiento. En el informe de la figura 3.8, si el paciente es tratado con
3TC, TDF y EFV:

FVSS-continuo = 0,05 + 0,90 + 0,95 = 1,90

El valor de FVSS-dual para cada farmaco del régimen se calculé otorgando
las categorias “Sensible” (valor 1) o “Resistente” (valor 0) a cada farmaco del
régimen, segun la proporcion indicada por las barras en verde; a continuacién se
realizo la suma aritmética del valor de todos los farmacos del régimen. Por ejemplo,
segun el informe de la figura 3.8, para un paciente tratado con 3TC, TDF y EFV el
valor FVSS-dual seria:

FVSS-dual: 0 +1+1=2
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VirtualPhenotype™

Genotype with quantitative phenotypic analysis
Patient/Sample Details Test Details Physician Details
Fatient Name PATIENT_LAST_NAME, FIRST | Sample Type  SAMPLE Hospital X
Subject I SUBJECTID Collection Date Fab 24, 2002 10:31 Address
Sample I SAMPLE ID Receipt Date  Feb 24, 2002 City P
Patient I PATIENT_ID Session SESSI0N State
Birth Date  Apr 4, 1930 Report Date  Mar 1, 2002 Physician/5ite Code
Gender b Virco 1D VIRCO ID Project

Lab 1D

Resistance-associated mutations identified:

200 i b3 ol
o W N m” . e
analysis'
Rovergoe Transecriplase u.d' ‘
A voav “HBy
i I i Im
Drug Matches Froportion of matched samples: Foldchange |
Trade name Gemerke |, " winrma B o A - in 1sy J
T e care . tie rarge 2 {Cut-off for normal
25 50 75 (W) | Susceplible range)
e IS
Retrovir@ Ddovudine | 2,600 40 (4.0
Epir® Lamivudine | 3,396 481 (45
Videx ® Didarcsine | 2,092 1.4 [(20)
Hivid® Zacabine | 1,524 e 17 (20
Larii@ 1.0 [1.75)
Taen® 26 [i0)
HERTI
Viread ™ 1.3 (10} | 4
MHRTI
Viramure(® 14 [0
Hescriptord 1.6 (100}
Sustiva®, Stocrin® 1.1 (60)
P
Crixivan@ Indlinanr 8.3 (10
Maorvir® Fitenavir 108 [15
Viracepti®) MeEinair M4 [40)
Invrase®, Foriovase® | Saquinavir 49 (25
hgenerse® Amprenavir &3 (20
A component of Kdet=® | Lopinanir 28 (25| 3
Nersion 150 Printed ot YIRCO Belglum sa Mar 1, 2002 | Page 1 o1 2
fw Wirco MY 2001, M rights reseresd Wi BDE B D000 AL TIC 306 U

Figura 3.8. Informe de Fenotipo Virtual.
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= Ejemplo practico sobre el calculo del score del tratamiento:

Paciente VIH+ en situacion de fracaso terapéutico al que se realizod

genotipado de VIH, en el que se detectaron las siguientes mutaciones:

- Mutaciones de resistencia a ITIAN: M41L, D67N, L74V, M184V, L210W,

T215Y, Q219E.

- Mutaciones de resistencia a ITINAN: A98S, K103N, V108I.

- Mutaciones de resistencia a IP: L10I, L24l, M361, M461, A71V, V82T, |184V.

En funcion de la interpretacion del genotipo realizada en su Centro de

Referencia se instaurd un tratamiento, compuesto por ddl, TDF y LPV/RTV.

En nuestro centro se reinterpreté el genotipo segun los seis algoritmos a
valorar, cuatro de ellos genotipicos (GSS) y dos fenotipicos (FVSS), generandose 6
scores, que indican el numero de farmacos activos en el régimen segun la prediccion
realizada por cada algoritmo. En la tabla siguiente se muestra la interpretacion

realizada mediante los seis algoritmos, tanto por farmacos sueltos como por

tratamiento completo.

Algoritmo ddl TDF LPV | Total (ddI+TDF+LPV)
GSS-Andalucia 0 0 0 0
GSS-ANRS-DTL 0 0,5 0,5 1

GSS-Andalucia-DTL 0 0,5 0 0,5
GSS-Visible Genetics 0 0,5 0 0,5
FVSS-continuo 0,1 0,60 0,17 0,87
FVSS-dual 0 1 0 1,00

0= “Resistencia”; 0,5= “Actividad disminuida” / “Posible resistencia” / “Resistencia
parcial”’; 1= “Sensibilidad” / “No evidencia de resistencia”.
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3.2.3.2. Capacidad de los algoritmos para predecir la respuesta virolégica.

Tanto a nivel basal como a los 3 y/o 6 meses del inicio del tratamiento se
realizaron determinaciones de la CV. En base a estos valores se definieron 4 tipos
de respuesta:

- Variacion de logaritmo de la carga viral a los 3 meses con respecto al nivel
basal (AlogCV3m).

- Variacion de logaritmo de la carga viral a los 6 meses con respecto al nivel
basal (AlogCV6m).

- Supresion o no de la carga viral (CV indetectable/detectable) a los 3 meses

(CVind3m).

- Supresion o no de la carga viral (CV indetectable/detectable) a los 6 meses

(CVindbm).

La metodologia estadistica seguida para estudiar la capacidad de prediccién
de estas respuestas por los algoritmos se detallara a continuacion, en el apartado
3.4. El mismo procedimiento seguido en el conjunto de los pacientes se repitio a
continuacioén en subgrupos formados por pacientes que incluyeron en su tratamiento:

- ddl, TDF y/o LPV/RTV.

- ddl.

- TDF.

- LPV/IRTV.

De esta manera se pretendia determinar si la capacidad de prediccién de los
algoritmos mejoraba en alguno(s) de estos grupos. Por ejemplo, si un algoritmo
mejora su capacidad de prediccion de la respuesta en el subgrupo tratado con ddl,
TDF y/o LPV/RTV y mas aun en el subgrupo tratado con TDF, podemos suponer
que la interpretacion de la resistencia a TDF mediante dicho algoritmo es mejor que

en los demas.
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3.2.4. Metodologia estadistica.

El analisis estadistico de los datos se llevé a cabo mediante la prueba U de
Mann-Whitney, el test exacto de Fisher y regresion lineal y logistica univariante y

multivariante (paquete estadistico SPSS, version 14.0).

3.2.4.1. Metodologia estadistica para determinar la capacidad de predicciéon de
la variacion del logaritmo de carga viral a los 3 y 6 meses del inicio del

tratamiento por los algoritmos.

La asociacién entre la puntuaciéon o score otorgada al nuevo tratamiento por
cada algoritmo y la respuesta virolégica AlogCV3m y AlogCV6m (diferencia entre el
logaritmo de la CV a nivel basal y a los 3 y/o 6 meses), se realiz6 mediante analisis
univariante por regresion lineal. Se consider6é que la capacidad de prediccion del
algoritmo era estadisticamente significativa cuando el valor de p<0,05. En los
algoritmos que cumplieron este criterio, el coeficiente de determinacion, R?, indicaba

el porcentaje de la varianza de la respuesta explicado por cada uno.

La asociacion entre otras variables y las distintas respuestas se valoro en
primer lugar con un analisis univariante (tabla 3.12), mediante regresion lineal para
las variables cuantitativas o mediante la prueba de la U de Mann-Whitney para

variables dicotomicas.

Con el fin de investigar la capacidad de cada algoritmo para predecir cada
respuesta de prediccidon con independencia de otras variables se realizd a
continuaciéon un analisis multivariante con los algoritmos y variables cuya p fue <
0,20 en el analisis univariante; de esta manera evitamos perder alguna variable o
algoritmo que podria ser potencialmente relevante. Entre las variables relativas al
nuevo tratamiento se realiz6 un subanalisis multivariante mediante regresién lineal
multiple y se selecciono la variable con menor valor de p en el modelo con el fin de
evitar la colinealidad entre variables similares, que podria conducir a modelos
inestables. En cuanto a las variables relativas a mutaciones de la RT y la PR, no
fueron incluidas en el posterior analisis multivariante, pues su efecto ya es valorado

por los algoritmos.
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Tabla 3.12: Variables cuya influencia en la respuesta virolégica se ha evaluado.

Edad

Sexo

Numero de fracasos viroldgicos previos (< 2 fracasos / > 2 fracasos)
Adherencia (>80% / <80%)
Log1o CV pasal

Nudmero de CD4pas /ml

Numero de mutaciones de resistencia en la RT

Numero de mutaciones de resistencia a ITIANs

Variables relativas a | Numero de mutaciones de resistencia a ITINANs

mutaciones de la RT | Ngmero de mutaciones de resistencia a analogos de la timidina (TAMs)
Numero de mutaciones de M41L, L210W y T215Y
Numero de mutaciones de K70R, T215F y Q219E

Numero de mutaciones de resistencia en la PR

Variables relativas a

mutaciones de la PR Numero de mutaciones de resistencia a multiples IPs

Numero de mutaciones de L33I, V82A/F/T/S, 184V y L90OM

Numero de farmacos.

Nudmero de farmacos nuevos

] ) Numero de familias nuevas (ITIANs, ITINANS, IPs, Inhibidores de la
Variables relativas al | fysjon)

nuevo tratamiento

Numero de ITIANs
Presencia de ITINANs (si/no)

Presencia de IPs (si/no)

Numero de familias previas

El analisis multivariante con los algoritmos y variables seleccionados se
realizdO mediante regresién lineal multiple, siguiendo el método “pasos
sucesivos”, que consiste en ir afiadiendo al modelo cada variable cuando su aporte
al mismo es significativo, p < 0,05, hasta que no se encuentra ninguna mas que
aporte algo al modelo; cada vez que se introduce una variable nueva en un paso se
chequean de nuevo todas las demas y si alguna da un valor de p = 0,10 es
eliminada del modelo. Este proceso lo hace automaticamente el programa
estadistico SPSS, una vez introducidas las variables y seleccionado el método a
seqguir. Finalmente el programa muestra el modelo final, con las variables que han
entrado en cada paso, el valor de R? o porcentaje de la varianza de la respuesta que
el modelo es capaz de explicar y los coeficientes y significacion de las variables

incluidas en el modelo en cada paso.
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En las tablas siguientes podemos ver un ejemplo del proceso seguido. En la
tabla 3.13 se observa que el score 1 es la primera variable que entra en el modelo,
pero en los pasos siguientes se afiaden otras dos mas que cumplen las condiciones.
En la tabla 3.14 vemos que el score 1 por si solo explica el 12,2% de la varianza de
la respuesta AlogCV3m (R? en el paso 1), pero junto con las variables x e y el
modelo mejora hasta explicar el 18,0% de la respuesta (R?> en el paso 3).
Finalmente, en la tabla 3.15 se muestran los coeficientes de cada variable,
observandose que el score 1y la variable y se asocian influyen positivamente sobre
la respuesta, de forma que, por cada unidad que aumenta el score o la variable y,
AlogCV3m aumenta en 0,082 y 0,346 unidades, respectivamente; sin embargo, la
variable x tiene un efecto negativo sobre la respuesta ya que, cuando x aumenta en
una unidad, AlogCV3m disminuye en 0,074. Esta influencia es independiente de las
demas variables, cuyo efecto ya ha sido descontado. Si un algoritmo (o cualquier
otra variable) no entra en el modelo significa que, una vez descontando el efecto de
las variables introducidas, no esta asociado con AlogCV3m o, expresado de otra
forma, que no es capaz de predecir esta respuesta con independencia de las demas

variables.

Tabla 3.13. Variables introducidas/eliminadas(a)

Modelo . Varlabl_es V_ar_lables Método
introducidas eliminadas
y Score 1 Por pasos (criterio: Prob. de F para entrar <= 0,050,
Prob. de F para salir >= 0,100).
. Por pasos (criterio: Prob. de F para entrar <= 0,050,
2 Variable x Prob. de F para salir >= 0,100).
. Por pasos (criterio: Prob. de F para entrar <= 0,050,
3 Variable y Prob. de F para salir >= 0,100).

a Variable dependiente: AlogCV3 m

Tabla 3.14. Resumen del modelo

Modelo R R? R? corregida IIError tipico de
a estimacion

1 ,349(a) ,122 117 1,07349

2 ,400(b) ,160 ,150 1,05298

3 ,424(c) ,180 ,166 1,04334

a Variables predictoras: (Constante), score

b Variables predictoras: (Constante), score, variable x
¢ Variables predictoras: (Constante), score, variable x, variable y
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Tabla 3.15. Coeficientes(a)

Coeficieqtes no Coeficigntes t Sig.

Modelo estandarizados estandarizados

B Error tip. Beta

1 (Constante) ,347 179 1,935 ,055
score ,099 ,019 374 5,258 ,000
2 (Constante) , 791 ,245 3,227 ,002
score ,086 ,019 ,325 4,494 ,000
Variable x -,074 ,029 -,189 -2,607 ,010
3 (Constante) ,630 ,254 2,485 ,014
score ,082 ,019 ,310 4,301 ,000
Variable x -,074 ,028 -,187 -2,612 ,010
Variable y ,346 ,160 ,151 2,168 ,032

a Variable dependiente: diferencia log CV b-3 m

3.2.4.2. Metodologia estadistica para determinar la capacidad de prediccion de
la supresion de la CV a los 3 y 6 meses del inicio del tratamiento por

los algoritmos.

Ademas de la diferencia de CV a los 3 y 6 meses del inicio del tratamiento
(AlogCV3m, AlogCV6m) se empled otro tipo de medida de la respuesta virologica:
en los mismos periodos de tiempo se observo si el paciente conseguia o no unos
niveles de CV indetectable, es decir, por debajo del limite de sensibilidad de la
técnica (CVind3, CVind6). Como estas respuestas son variables dicotomicas (CV
indetectable: si/no) la metodologia estadistica a seguir fue diferente que en el caso

anterior.

En primer lugar se realizé6 un andlisis univariante mediante regresion
logistica, con el objeto de determinar la probabilidad de conseguir carga viral
indetectable a los 3/6 meses del inicio del nuevo tratamiento (CVind3m, CVind6m)
en funcion de la puntuacion (score) otorgada al nuevo tratamiento por cada
algoritmo. Cuando existe una asociacion significativa entre un algoritmo y la
respuesta (p < 0,05) el valor de la odds-ratio (Exp(B) en SPSS) nos indica cuanto
aumenta o disminuye la probabilidad de alcanzar CV indetectable por cada unidad

que aumenta dicha puntuacion.

La asociacion entre otras variables (tabla 3.12) y las distintas respuestas
se valord en primer lugar con un analisis univariante (tabla 3.12), mediante la prueba
exacta de Fisher para las variables dicotdmicas o la prueba de la U de Mann-

Whitney para variables cuantitativas.
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Con el fin de investigar la capacidad de cada algoritmo para predecir cada
respuesta de prediccidon con independencia de otras variables se realizd a
continuacion un analisis multivariante con los algoritmos y variables cuya p fue <
0,20 en el analisis univariante, de esta manera evitamos perder alguna variable o
algoritmo potencialmente relevante. Entre las variables relativas al nuevo tratamiento
se realiz6 un subanalisis multivariante mediante regresion logistica y se selecciono
la variable con menor valor de p en el modelo, con el fin de evitar la colinealidad
entre variables similares, que podria conducir a modelos inestables. En cuanto a las
variables relativas a mutaciones de la RT y la PR, no fueron incluidas en el posterior

analisis multivariante, pues su efecto ya es valorado por los algoritmos.

El procedimiento seguido para realizar el andlisis multivariante fue
regresidn logistica por el método adelante (condicional), similar al “por pasos”
descrito en el apartado 3.4.1 y con las mismas condiciones de entrada y salida de
las variables en el modelo. Un ejemplo del modelo construido de esta manera se
muestra en la tabla 3.16. Observamos que en el modelo han entrado dos de las
variables, el score 1y la variable x, las cuales son capaces de predecir la respuesta
independientemente del resto de las variables (p = 0,002 y 0,015, respectivamente).
Se observa asimismo que la variable x influye negativamente sobre la posibilidad de
lograr CV indetectable, puesto que Exp(B) o, lo que es igual, la odds ratio es menor
de 1, mientras que el score 1 tiene una influencia positiva sobre la respuesta: al
aumentar en una unidad la puntuacién que el algoritmo da al tratamiento, aumenta

1,607 veces la posibilidad de alcanzar CV indetectable.

Tabla 3.16. Variables en la ecuacion

B ET. Wald | gl Sig. | Exp(B) | I.C. 95% para EXP(B)
Inferior Superior
Paso 1(a) Variable x -1,204 | ,364 | 10,958 | 1 | ,001 ,300 147 ,612
Constante ,236 ,244 ,937 1,333 | 1,267
Paso 2(b) Variablex | -1,149 | 372 | 9,523 | 1 | ,002 317 ,153 ,658
Score 1 474 ,196 | 5,872 | 1 | ,015 | 1,607 1,095 2,359
Constante -, 768 483 | 2,536 | 1 | ,111 ,464

a Variable(s) introducida(s) en el paso 1: variable x.
b Variable(s) introducida(s) en el paso 2: score.
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4.1. CARACTERISTICAS BASALES DE LOS PACIENTES.

Las caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de los pacientes con los que se
ha realizado este trabajo de investigacién se describen en la tabla 4.1. Fueron 234
pacientes, en su mayoria varones, con una media de 40 anos, un historial de al
menos un fracaso terapéutico y una CV basal media de 4 logaritmos. La media de

linfocitos CD4+/mm? fue de 354 en los 168 pacientes con datos disponibles.

Tabla 4.1. Caracteristicas basales de los pacientes (N=234)

Edad (afos) 40,29 + 7,649.
Varén 187 (79,9%)
Sexo
Mujer 47 (20,1%)
1 fracaso 43 (19,1%)
o .
:\IN:I'Zazcg)sos Previos 15 fracasos 79 (34,9%)
>2 fracasos 104 (46,0%)
N° CD4+ basal/ml (N=168) 351 + 232
Carga Viral basal (logo n° copias/ml) 4,09+0,78
o]
Lineas de > 5 38 (50,7%)

tratamiento (N=75) <5 37 (49,3%)

N° de familias de farmacos administradas

con anterioridad 2,29 + 0,628
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4.2. PREVALENCIA DE MUTACIONES DE RESISTENCIA EN RT Y PR.

Ninguna de las 234 cepas a las que se realiz6 genotipado fue wild-type; por el
contrario, todas ellas presentaron alguna mutacion en la RT (0-11; mediana = 4) y/o
en la PR (0-11; mediana = 5). Unicamente un 0,9% (n=2) de las cepas carecia de
mutaciones en la RT y un 9,8% (n=23) en la PR (figura 4.1 y tabla 4.2(a)).

60

50+

40-

% 301
EMutaciones RT

W Mutaciones PR

20+

104

0 14 5-8 >8
N° de mutaciones

Figura 4.1. Distribuciéon del nimero de mutaciones en la RT y PR en el
total de genotipos realizados (N=234).

Tabla 4.2(a). Frecuencia de mutaciones en RT y PR.
. N (%)
N° Mutaciones
RT PR

0 2(0,9) 23 (9,8)
1 12 (5,1) 27 (11,5)
2 17 (7,3) 24 (10,3)
3 31(13,2) 21 (9,0)
4 35 (15,0) 25(10,7)
5 37 (15,8) 18 (7,7)
6 35 (15,0) 30 (12,8)
7 32 (13,7) 30 (12,8)
8 15 (6,4) 20 (8,5)
9 7 (3,0) 10 (4,3)
10 10 (4,3) 5(2,1)
11 1(0,4) 1(0,4)
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La tabla 4.2(b) muestra que cerca del 90% de los pacientes presentaron 3 o
mas mutaciones en la RT (sombreados en gris) y, de estos, alrededor de la mitad

(en negrita) tenia 5 0 mas mutaciones en la PR.

Tabla 4.2(b). Prevalencia de mutaciones en la RT para cada rango de
mutaciones en la PR
Prevalencia mutaciones PR N (%) Total
0 1-4 5-8 >8 N (%)
0 - 2(0,9) - - 2(0,9)
© K 1 1(0,4) 5(2,1) 5(2,1) 1(0,4) 12 (5,1)
E § S| 2 - 9 (3,8) 7 (3,0) 1(0,4) 17 (7,3)
g '§ z 3 1(0,4) 16 (6,8) 13 (5,6) 1(0,4) 31(13,2)
o g 4 8 (3,4) 13 (5,6) 12 (5,1) 2(0,9) 35 (15,0)
>4 | 13(5,6) | 52(22,2) | 61 (26,0) | 11 (4,7) 137 (58,5)
Total N (%) 23(9,8) | 97 (41,5) | 98 (41,8) | 16 (6,8) 234 (100)

Como se observa en las figuras 4.2 y 4.3, las mutaciones mas prevalentes
en la RT fueron T215Y/F (69,2%), M41L (57,3%), M184V/l (47,0%), D67N (41,9%) y
K103N (41,9%), mientras que las mutaciones primarias con una prevalencia superior
al 10% en la PR fueron L90M (49,1%), M46I/L (35,5%), V82 A/F/TIS (27,8%),
I54L/M/TIV (26,5%) e 184V/AIC (17,5%).

n=172

Figura 4.2: Mutaciones de la RT con prevalencia superior al 10 %.
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n=117

% 40+

Figura 4.3: Mutaciones primarias de la PR con prevalencia
superior al 10%.

En la tabla 4.3 se muestra el numero de TAMs (mutaciones M41L, DG7N,
K70R, L210W, T215Y/F y Q219E), asi como las mutaciones especificas de cada una
de las rutas de TAMs.

Tabla 4.3: Prevalencia de TAMs, NAMs y TAMs tipos 1y 2
Media Rango
N° de TAMS 2 0-6
N° TAMs tipo 1 (41-210-215) 1 0-3
N° TAMs tipo 2 (70-215-219) 0 0-3

En las tablas 4.4, 4.5 y 4.6 se pueden observar las mutaciones de resistencia
a ITIANs, ITINANs e IPs mas frecuentemente detectadas (>10%), referidas tanto al
total de pacientes como al numero de fracasos terapéuticos previos (variable ésta
recogida en 226 de los 234 pacientes). La mutacion Q151M vy la insercion en el
codén 69 soblo se detectaron en un 2% (n=5) y 0,8% (n=2) de los casos,
respectivamente. Mientras que las mutaciones de resistencia a ITINAN no variaron
significativamente en relacion al numero de fracasos terapéuticos (tabla 4.5), si lo
hicieron las de ITIAN (tabla 4.4) e IPs (tabla 4.6): asi, se observo un incremento de
M41L, V118l y L210W en la RT y de L10FIRV, I154LMTVS, V82AFTS, 184V y L90M
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en la PR, significativamente asociado con el numero de fracasos previos, asi como

un descenso significativo de K70R y M184VI en la RT.

Tabla 4.4. Prevalencia de mutaciones de resistencia a ITIAN (>10%)
segun el tipo de fracaso.
TOTAL 1" FRACASO | 2°FRACASO |MULTIFRACASO
(N=234) (N=43) (N=79) (N=104) p*
N % N % N % N %
M41L 134 57,3 18 42,9 43 52,3 69 65,7 0,034
E44D 32 13,7 1 2,3 14 17,7 16 15,4 n.s.
D67N 98 41,9 20 46,5 32 40,5 45 43,3 n.s.
K70R 54 23,1 17 39,5 21 26,6 15 14,4 0,009
V118l 64 27,4 4 9,3 23 29,1 34 32,7 0,010
M184VI | 110 47,0 27 62,8 38 48,1 41 39,4 0,049
L210W 97 41,5 11 25,6 31 39,2 52 50,0 0,028
T215YF | 162 69,2 27 62,8 52 65,8 79 76,0 n.s.
K219QE 51 21,8 10 23,3 19 241 22 21,2 n.s.
(*) Prueba de chi-cuadrado.
Tabla 4.5. Prevalencia de mutaciones de resistencia a ITINAN (>10%) segun
n° fracasos.
TOTAL 1" FRACASO | 2°FRACASO |MULTIFRACASO
(N=234) (N=43) (N=79) (N=104) p*
N % N % N % N %
A98GS 25 10,6 3 7,0 6 7,6 15 14,4 n.s.
K103N 98 41,9 13 30,3 33 41,8 49 47 .1 n.s.
V108l 24 10,3 5 11,6 10 12,7 8 7,7 n.s.
Y181Cl 36 15,4 2 4,7 13 16,5 21 20,2 n.s.
G190SA 38 16,2 4 9,3 11 13,9 18 17,3 n.s.

(*) Prueba de chi-cuadrado.
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Tabla 4.6. Prevalencia de mutaciones de resistencia a IPs (>10%) segun n° fracasos
TOTAL 1°" FRACASO | 2° FRACASO |MULTIFRACASO
(N=234) (N=43) (N=79) (N=104) p*
N % N % N % N %
L10FIRV 116 49,6 13 30,2 38 | 481 62 59,6 0,009
K20MRTIV | 48 20,6 3 7,0 17 21,5 27 26,0 n.s.
Mm36l 80 34,2 10 23,3 27 34,2 41 39,4 n.s.
M46IL 83 35,5 9 20,9 29 36,7 44 42,3 n.s.
IS4LMTVS | 63 26,9 4 9,3 18 22,8 37 35,6 0,007
L63P 98 41,9 12 27,9 32 | 40,5 50 48,1 n.s.
A71VTIL 119 50,8 18 41,9 36 | 45,6 61 58,7 n.s.
G73SATC 42 17,9 8 18,6 15 19,0 17 16,3 n.s.
V771 37 15,8 10 23,3 12 15,2 15 14,4 n.s.
V82AFTS 65 27,8 3 7,0 16 20,3 44 42,3 <0,001
184V 41 17,5 - - 13 16,5 28 26,9 0,002
L90M 115 49,1 11 25,6 43 54,4 56 53,8 0,006

(*) Prueba de chi-cuadrado.

Una vez descritas las mutaciones presentes en la poblacidn estudiada
mediante las tablas y figuras anteriores, su interpretacion mediante el algoritmo de la
Universidad de Stanford (http://hivdb.stanford.edu/) permitié determinar el nimero
de farmacos activos (tabla 4.7), tanto totales como por familias. Hay que recordar,
como se expuso en el apartado 4.2 de Pacientes y Métodos, que esta variable no
esta referida a los farmacos del nuevo régimen, sino a todos los antirretrovirales
disponibles en el momento del estudio: asi, se han considerado “farmacos activos”
todos los antirretrovirales frente a los que no existiria ningun grado de resistencia
segun dicho algoritmo. La mitad de los pacientes eran sensibles al menos a 3
antirretrovirales pero cerca de la tercera parte de los pacientes (30,3%) presentaban
algun grado de resistencia a todos ellos. En cuanto a las distintas familias de
farmacos, se observo alrededor de un 40% de pacientes susceptibles al menos a un
ITIAN y cerca del 35% al menos a un ITINAN o a un IP.
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Tabla 4.7. N° de farmacos activos segun algoritmo de Universidad de Stanford.
N° farmacos activos | N°ITIAN activos | N° ITINAN activos | N°IP activos
N (%) N (%) N (%) N (%)
0 71 (30,3) 140 (59,8) 153 (65,4) 156 (66,7)
1 22 (9,4) 53 (22,6) 3(1,3) 2(0,9)
2 28 (12,0) 4 (1,7) 78 (33,3) 2(0,9)
3 19(8,1) 12 (5,1) - 6 (2,6)
4 8 (3,4) 18 (7,7) - -
5 3(1,3) - - 4 (1,7)
6 28 (12,0) 7 (3,0) - 64 (27,4)
>7 55 (23,5) - - -
Me(‘l"éa)'“a 2 (0-6) 0 (0-1) 0(0-2) 0 (0-6)

Cuando se estudié la relacion entre el numero de fracasos terapéuticos
previos y el numero de farmacos activos (tabla 4.8) se observd que el numero de
pacientes con al menos 3 farmacos activos disminuia de forma estadisticamente

significativa (p < 0,001) conforme aumentaba el numero de fracasos.

Tabla 4.8. Nimero de farmacos activos (segun algoritmo de Stanford) en funcién
del numero de fracasos terapéuticos previos (p < 0,001).

—
N°farmacos | 4 ¢ 250 (N=43) | 2fracasos (N=79) | >2 fracasos (N=104)
activos
0-2 9 (20,9%) 40 (50,6%) 70 (67,3%)
>3 34 (79,1%) 39 (49,4%) 34 (32,7%)
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4.3. CARACTERISTICAS DE LOS TRATAMIENTOS ANTIRRETROVIRALES
ADMINISTRADOS TRAS EL ESTUDIO DE RESISTENCIAS.

Una vez realizado el estudio de resistencias se modifico el tratamiento de la
mayor parte de los pacientes (89%) incluyendo uno o mas farmacos no
administrados previamente, generalmente 2 (41%). Los nuevos tratamientos
estuvieron constituidos en su mayoria (85,9%) por 3 antirretrovirales, aunque en
algunos casos se administraron 2, 4 o hasta 5, pertenecientes generalmente a 2
familias diferentes (81,5%). En poco mas de la mitad de los tratamientos (58,7%) se
introdujeron farmacos pertenecientes a familias con las cuales el paciente no habia

sido tratado previamente (tabla 4.9).

Tabla 4.9. Caracteristicas del tratamiento administrado
tras el estudio de resistencias

N° ITIAN: Mediana: 2. Rango: 1-4
ITINAN: 21,8%
IP: 76,5%

Inhibidores de la fusién: 2,0%

N° Farmacos: N° Farmacos nuevos:
Mediana: 3. Mediana: 2.
2, 1,3% [0 P 10,7%
K J 85,9% o [ 18,4%
Qi 11,1% 2, 41,0%
B 1,7% Bttt 26,9%
Qo 1,7%
N° Familias: N° Familias nuevas:
Mediana: 2. Mediana: 1.
£ 9,4% O 42,7%
2 81,2% T 43,5%
< 9,0% 2o, 13,4%
B, 0,4% K 0,4%
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Como se muestra en las figuras 4.4, 4.5 y 4.6, en todos los nuevos
tratamientos se incluyé algun ITIAN, generalmente 2 (75,5%). En cuanto a los
ITINANs e IPs, se administraron en alrededor del 20% y el 75% de éstos,

respectivamente.

165% 08% 72% 7550, 213% 78,7%

O1ITIAN
H2 ITIAN ENo
E3 ITIAN
W4 ITIAN asi
Fig. 4.4. N° de ITIAN en el nuevo Fig. 4.5. Presencia de ITINAN en
tratamiento. el nuevo tratamiento.
74,7% 253%
ENo
asi

Fig. 4.6. Presencia de IP en el
nuevo tratamiento.

En la tabla 4.10 se muestra la prevalencia de los diferentes antirretrovirales
en los nuevos regimenes: ddl, TDF y LPV fueron los farmacos mas utilizados,

administrandose cada uno de ellos en mas de la mitad de los pacientes.

ITIAN (%) | ITINAN (%) IP (%) "I‘:ifzisdig';‘ef%d)e
AZT 129 |EFV 161 |IDV 16 |ENF 2,0
3TC 249 |[NVP 56 |NFV 6,4
DaT 317 |ETV 04 |sav 6,0
ddl 550 LPVIRTV 54,2
ABC 205 APV 7.6
TDF 659 ATZ 16

Tabla 4.10. Prevalencia de los farmacos antirretrovirales presentes
en los tratamientos de rescate.
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4.4. RESPUESTA TRAS EL CAMBIO DE TRATAMIENTO.
» Respuesta inmunolégica. Adherencia al tratamiento.

En la tabla 4.11 se muestra la respuesta inmunolégica observada alos 3y 6
meses del inicio del nuevo tratamiento, expresada en funcion del recuento de
linfocitos CD4+. El aumento de la media de linfocitos CD4 con respecto a su valor
basal (351 CD4/mm?; ver tabla 4.1) fue superior a mayor periodo de seguimiento,
incrementando en 22 CD4/mm? a los 3 meses de tratamiento y en 44 CD4/mm? a los

6 meses, y aproximandose a 400 CD4/mm?.

En la misma tabla se muestra también el grado de adherencia al tratamiento:
en la mayor parte de los 176 pacientes con adherencia conocida, ésta fue superior al
80%.

Tabla 4.11. Respuesta inmunoldégica y adherencia
3 meses (N=219) 373 + 238
A media CD4 22
N° CD4+/mm® 3meses-basal
iatD
(media£DS) | ¢ neses (N=163) | 395 + 271
A media CD4 44
6 meses
0, 0,
Adherencia >80% 138 (78,4%)
(N=176)
<80% 38 (21,6%)
3 meses (N=227) 2,89+1,20
A media CV 12
Carga Viral 3 meses '
(logro copias /mi) | o o ces (N=170) | 2,89 £ 1,27
A media CV 12
6 meses '
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» Respuesta virolégica.

Segun se observa en la tabla 4.11, el descenso medio del log CV alos 3y 6
meses del inicio del nuevo tratamiento, con respecto al nivel basal (4,09 log, ver
tabla 4.1), fue igual (1,2 log). En la figura 4.7 se observa que de los 227 pacientes
en los que se determind la CV a los 3 meses de iniciar el tratamiento, un 58%
alcanzé un descenso de al menos 1 logaritmo en este periodo y en el 38 % la CV fue
inferior al limite de sensibilidad de la técnica (CV indetectable). Por otra parte, y
como se deduce de la figura 4.8, los datos de CV a los 6 meses, disponibles en 170
pacientes, indican que en un 57% de ellos la CV descendié en, al menos, 1

logaritmo en dicho periodo y que en un 45% de los pacientes la CV fue indetectable.

0,5-1 log

0,
12% cV

indetectable
38%

<0,5log o
aumento
30%

CV detectable
20%

Figura 4.7. Respuesta virolégica a los 3 meses
(log CV basal-log CV 3m; N=227)

0,51 log
8%
cv
indetectable
45%

<0,5log o
aumento
35% CV detectable

12%

Figura 4.8. Respuesta virolégica a los 6 meses
(log CV basal-log CV 6m; N=170)
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En 163 pacientes se dispuso de los datos de CV tanto a los 3 como a los 6
meses del inicio del nuevo tratamiento. De los 98 pacientes que habian conseguido
un AlogCV3m = 1 log, un 84,7% mantuvo esta respuesta a los 6 meses; sin
embargo, entre los 44 pacientes que a los 3 meses habian mostrado un descenso
en su CV inferior a 0,5 log o un aumento de ésta, sélo 7 (15,9%) lograron un
descenso de CV 2 1 log a los 6 meses (figura 4.9).

@ AlogCV6m > 1 log
B AlogCV6m = 0,5-1
0O AlogCVém < 0,5

% pacientes (N=163)

<0,5 0,5-1 >1
AlogCV3m

Figura 4.9. Respuesta virolégica a los 3 meses del inicio del tratamiento (AlogCV3m). Las
divisiones de las barras muestran el porcentaje de respuesta a los 6 meses (AlogCV6m).
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4.5. CAPACIDAD DE LOS MODELOS PARA PREDECIR LA RESPUESTA
VIROLOGICA EN LA TOTALIDAD DE LOS PACIENTES.

El numero de farmacos activos en el nuevo régimen terapéutico, calculado en
funcién de los GSS y FVSS de los distintos algoritmos de interpretacion de la
resistencia estudiados se muestra en la tabla 4.12. La media oscilé6 entre 1,78
(algoritmo de Visible Genetics) y 2,40 (interpretacién dual del Fenotipo Virtual). En
cuatro de los pacientes no se dispuso de informe del Fenotipo Virtual.

Tabla 4.12. Caracteristicas descriptivas de los algoritmos evaluados.
N Media * Desv. tipica Rango
GSS- Andalucia 234 2,09 £ 1,01 0,0-4,0
GSS-ANRS-DTL 234 2,17 £ 0,89 0,0-4,0
GSS- Andalucia-DTL 234 2,08 +0,97 0,0-4,0
GSS-Visible Genetics 230 1,78 £ 0,86 0,0-35
FVSS continuo 230 2,08 + 0,64 0,05 - 3,71
FVSS dual 230 2,40+ 0,79 0,0-4,0
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4.5.1. Capacidad de prediccion de la respuesta virolégica por los distintos

modelos (analisis univariante).

El resultado del analisis univariante realizado mediante regresién logistica
en relacion a la asociacion entre los distintos algoritmos y la supresion de la CV en
los distintos puntos de corte se muestra en la tabla 4.13. El unico algoritmo que fue
capaz de predecir dicha respuesta a los 3 meses (p<0,05) fue GSS-Andalucia-DTL,
mientras que todos los modelos lo hicieron a los 6 meses, aunque fueron los
algoritmos de Visible Genetics y Andalucia-DTL los que mostraron una mayor

correlacion con esta respuesta.

Tabla 4.13. Analisis univariante para la asociacion entre los
distintos algoritmos y las respuestas CVind3m y CVind6ém.
CVind3m
ALGORITMOS O.R. (1.C. 95%) p
GSS-Andalucia 1,308 (0,991-1,725) 0,058
GSS-ANRS-DTL 1,275 (0,938-1,733) 0,121
GSS-Andalucia-DTL 1,552 (1,152-2,090) 0,004
GSS-VG 1,303 (0,944- 1,798) 0,107
FVSS-continuo 1,338 (0,872-2,052) 0,183
FVSS-dual 1,292 (0,908-1,839) 0,154
CVind6m
ALGORITMOS O.R. (1.C. 95%) p
GSS-Andalucia 1,608 (1,172-2,205) 0,003
GSS-ANRS-DTL 1,782 (1,237-2,566) 0,002
GSS-Andalucia-DTL 1,872 (1,330-2,634) 3,210
GSS-VG 2,208 (1,477-3,300) 1,110
FVSS-continuo 2,198 (1,296-3,726) 0,003
FVSS-dual 1,587 (1,058-2,381) 0,025
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En la tabla 4.14 se muestra el resultado del analisis univariante llevado a
cabo mediante regresion lineal entre los distintos algoritmos y la variacion del
logaritmo de la CV a 3 y 6 meses (AlogCV3m, AlogCV6m). Se observa que todos los
algoritmos genotipicos, excepto el de Visible Genetics, mostraron un asociacion
significativa (p<0,05) con AlogCV3m; sin embargo, ninguna de las dos
interpretaciones del fenotipo virtual se relaciond significativamente con dicha
respuesta. Por otro lado, sélo los algoritmos genotipicos fueron capaces de predecir
de forma significativa la variacion del logaritmo de la CV a los 6 meses. El algoritmo

Andalucia-DTL mostré la mayor capacidad de prediccion de ambas respuestas.

Tabla 4.14. Analisis univariante para la asociacion entre los distintos
algoritmos y las respuestas AlogCV3m y AlogCV6m.
AlogCV3m
ALGORITMOS R? B Error tipico t Sig.
GSS-Andalucia 0,026 0,188 0,077 2,431 (0,016
GSS-ANRS-DTL 0,020 0,187 0,087 2,158 | 0,032
GSS-Andalucia-DTL 0,052 0,278 0,079 3,519 | 0,001
GSS-VG 0,011 0,148 0,092 1,600 | 0,111
FVSS-continuo 0,001 0,053 0,123 0,431 | 0,667
FVSS-dual <0,001 | -0,019 0,100 -0,191 | 0,849
AlogCV6m
ALGORITMOS R? B Error tipico t Sig.
GSS-Andalucia 0,041 0,252 0,092 2,741 | 0,007
GSS-ANRS-DTL 0,037 0,274 0,106 2,587 | 0,010
GSS-Andalucia-DTL 0,052 0,298 0,096 3,091 | 0,002
GSS-VG 0,043 0,312 0,112 2,786 | 0,006
FVSS-continuo 0,019 0,285 0,156 1,824 | 0,070
FVSS-dual 0,003 0,083 0,122 0,677 | 0,499

4.5.2. Analisis univariante (otras variables).

Los resultados de los analisis univariantes relativos a la asociacién entre otras
variables y las distintas respuestas se exponen en la tabla 4.15. Como ya se ha
explicado en el apartado 3.4 de “Pacientes y métodos”, todas las variables con

p<0,20 (resaltadas en negrita) se incluyeron inicialmente en el analisis multivariante;
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sin embargo, posteriormente se excluyeron de éste todas las Variables relativas a
mutaciones en la RT y en la PR, puesto que su efecto ya era tenido en cuenta por
los propios algoritmos. Por idéntica razén, la variable Numero de farmacos activos,

calculada en base a las mutaciones de la RT y PR tampoco fue incluida.

Tabla 4.15. Asociacion estadistica p entre las covariables y las distintas respuestas
(analisis univariante). En negrita, variables con p < 0,20.
CVind3m | CVindém | AlogCV3m | AlogCV6m

Edad 0,752 0,239 0,139 0,058
Sexo masculino 0,504 0,329 0,870 0,795
Adherencia >80% 0,802 0,127 0,774 0,062
Log1o CV pasal 4,410* | 0,024 5,9-10° 1,2:10™
N° CD4pasa /Ml 0,073 0,449 0,618 0,199
Mas de 2 fracasos terapéuticos 2,9-10° | 1,410° 2,8-10" 0,010
N° familias previas 0,422 0,302 0,177 0,745
N° farmacos activos 0,002 0,003 0,015 0,030
Variables relativas a mutaciones en la RT:

N° mutaciones RT 0,398 0,022 0,611 0,281

N° mutaciones ITIAN 0,588 0,057 0,608 0,238

N° mutaciones ITINAN 0,403 0,157 0,881 0,914

N° TAMs 0,113 0,008 0,069 0,033

N° M41L, L210W, T215Y 0,115 1,9-10" 0,105 0,012

N° K70R, T215F y Q219E 0,491 0,238 0,834 0,642
Variables relativas a mutaciones en la PR:

N° mutaciones PR 3,410° 0,002 2,310 0,011

N° mutaciones multiples IP 1,1-10'4 0,002 0,003 0,012

N° de L33I, V82A/F/T/S, 184V, L90M 0,001 0,010 3,910 0,048
Variables relativas al tratamiento:

N° farmacos 0,002 0,014 0,261 0,254

N° farmacos nuevos 5,410° 0,002 1,110* 0,001

N° familias nuevas 0,009 0,082 0,002 0,024

N ITIAN 0,002 0,010 0,007 0,037

Presencia de ITINAN 0,230 0,893 0,878 0,183

Presencia de IP 0,922 0,126 0,006 0,001

En cuanto a las Variables relacionadas con el nuevo tratamiento, no todas
fueron incluidas en el analisis multivariante, sino que se seleccion6 mediante
distintos subanalisis multivariantes (tablas 4.16 a 4.19) la mas estrechamente
relacionada con cada una de las respuestas (menor valor de p), que fue en todos los

casos la variable N° de farmacos nuevos.
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Variables en la ecuacién B E.T. Wald | gl | Sig. | Exp(B)
Paso 1(a) N°ITIAN 0,003 | 0,709 | 0,000 | 1 | 0,997 | 1,003
Presencia ITINAN 0,417 | 0,712 | 0,343 | 1 | 0,558 | 1,517

Presencia IP 0,435 | 0,733 | 0,351 | 1 | 0,553 | 1,544

N° familias nuevas 0,102 | 0,238 0,184 | 1 | 0,668 | 1,108

N° farmacos -1,935| 0,804 | 5,787 | 1 | 0,016 | 0,144

N° farmacos nuevos | 0,701 0,189 | 13,687 | 1 | 0,000 | 2,015

Constante 3,612 1,767 | 4178 | 1 | 0,041 | 37,050

Tabla 4.16. Variables relacionadas con el nuevo tratamiento: subanalisis multivariante
para seleccionar la variable mas fuertemente relacionada con la respuesta CVind3m.

Variables en la ecuacion B E.T. Wald | gl Sig. Exp(B)
Paso 1(a) N°ITIAN 0,838 | 0,899 | 0,868 | 1 | 0,352 | 2,311
Presencia ITINAN 1,105 | 0,923 1,434 | 1 | 0,231 3,019
Presencia IP 1,702 | 0,949 3,220 | 1 | 0,073 | 5,486
Ne° familias nuevas -0,017 | 0,277 0,004 | 1 | 0,952 0,983
N° farmacos -1,963 | 0,924 | 4514 1 | 0,034 | 0,140
N° farmacos nuevos | 0,606 | 0,206 | 8,678 | 1 | 0,003 | 1,833
Constante 1,411 1,471 0,920 | 1 | 0,338 | 4,100

Tabla 4.17. Variables relacionadas con el nuevo tratamiento: subanalisis multivariante
para seleccionar la variable mas fuertemente relacionada con la respuesta CVindém.

Modelo Coeficien_tes no Coeficit_antes t b
estandarizados estandarizados
B Error tipico Beta
1 (Constante) 1,132 0,622 1,819 0,070
N ITIAN 0,199 0,323 0,085 0,615 0,539
Presencia ITINAN 0,399 0,329 0,138 1,211 0,227
Presencia IP 0,863 0,338 0,312 2,554 0,011
N° familias nuevas 0,154 0,125 0,092 1,232 | 0,219
N° farmacos -0,553 0,326 -0,189 -1,696 | 0,091
N° farmacos nuevos 0,268 0,089 0,221 3,025 0,003

a Variable dependiente: AlogCV3m.

Tabla 4.18. Variables relacionadas con el nuevo tratamiento: subanalisis multivariante para
seleccionar la variable mas fuertemente relacionada con la respuesta AlogCV3m.

137



Resultados

Coeficientes no Coeficientes t
Modelo estandarizados estandarizados P
B Error tipico Beta

1 (Constante) 0,987 0,726 1,358 | 0,176
N° ITIAN 0,283 0,422 0,122 0,672 | 0,503
Presencia ITINAN 0,270 0,437 0,090 0,617 | 0,538
Presencia IP 1,034 0,444 0,354 2,330 0,021
N° familias nuevas 0,079 0,155 0,042 0,508 | 0,612
N° farmacos -0,617 0,402 -0,213 -1,633 | 0,127
N° farmacos nuevos | 0,306 0,109 0,229 2,811 0,006

a Variable dependiente: AlogCV6m.

Tabla 4.19. Variables relacionadas con el nuevo tratamiento: subanalisis multivariante para
seleccionar la variable mas fuertemente relacionada con la respuesta AlogCVém.

4.5.3. Analisis multivariante.

La asociacion entre los distintos algoritmos con p < 0,20 en el analisis
univariante y cada una de las respuestas virolégicas medidas, ajustando por el resto
de las variables, se muestra en las tablas 4.20 a 4.23. En los modelos ajustados
obtenidos mediante regresion logistica se observa que ninguno de los algoritmos fue
capaz de predecir de forma independiente la supresion de la CV a los 3 meses
(CVind3m, tabla 4.20), pero a los 6 meses (CVindém) si lo hicieron los cuatro
algoritmos genotipicos, con valores de O.R. entre 1,747 (Visible Genetics, p=0,014)
y 1,448 (Andalucia, p=0,049), como se observa en la tabla 4.21: esto significa que,
por cada aumento en una unidad del GSS, la probabilidad de alcanzar CV
indetectable a los 6 meses aumenta desde 1,747 veces para GSS-VG hasta 1,448
veces para GSS-Andalucia, siendo este efecto independiente del resto de las

variables presentes en el modelo.

La asociacion entre las distintas variables y algoritmos con la variacion de la
CV a los 3 y 6 meses (AlogCV3m, AlogCV6m) analizada mediante regresién lineal
multiple se muestra en las tablas 4.22 y 4.23. En la tabla 4.22 se observa que tres
de los algoritmos se asociaron independientemente con AlogCV3m: Andalucia
(p=0,001), ANRS-DTL (p=0,006) y Andalucia-DTL (p=1,5-10*), en modelos que
explican un 23,9%, 21,7% y 24,9% respectivamente de la varianza (R?). Todos los
algoritmos, excepto la interpretacién dual del Fenotipo Virtual, fueron capaces de
predecir AlogCV6m (tabla 4.23) de forma independiente, aunque los valores de R?
de los modelos fueron bastante inferiores debido a que el resto de las variables no

se asociaron significativamente (p>0,05) con esta respuesta en el modelo ajustado.
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Tabla 4.20. Analisis multivariante: modelos ajustados de prediccion de la
supresion virolégica a los 3 meses (CVind3m) por los algoritmos (*).

Variables OR (95% IC) p
Algoritmo Andalucia
Mas de 2 fracasos previos 0,341 (0,144-0,809) 0,015
N° CD4pasa /mm® - n.s.
Logo CV pasal 0,396 (0,224-0,699) 0,001
N° farmacos nuevos 1,811 (1,177-1,787) 0,007
GSS-Andalucia - n.s.
Algoritmo ANRS-DTL
Mas de 2 fracasos previos 0,341 (0,144-0,809) 0,015
N° CD4pasa /mm® - n.s.
Logio CV pasal 0,396 (0,224-0,699) 0,001
N° farmacos nuevos 1,811 (1,177-1,787) 0,007
GSS-ANRS-DTL - n.s.
Algoritmo Andalucia-DTL
Més de 2 fracasos previos 0,341 (0,144-0,809) 0,015
N° CD4pasar /mm® - n.s.
Log1o CV pasal 0,396 (0,224-0,699) 0,001
N° farmacos nuevos 1,811 (1,177-1,787) 0,007
GSS-Andalucia-DTL - n.s.
Algoritmo Visible Genetics
Mas de 2 fracasos previos 0,294 (0,118-0,733) 0,009
N° CD4pasa /mm® - n.s.
Log1o CV pasal 0,438 (0,244-0,786) 0,006
N° farmacos nuevos 1,734 (1,127-2,669) 0,012
GSS-VG - n.s.
Fenotipo Virtual: Interpretacion CONTINUA
Mas de 2 fracasos previos 0,294 (0,118-0,733) 0,009
N° CD4pasa /mm° - n.s.
Log1o CV basal 0,438 (0,244-0,786) | 0,006
N° farmacos nuevos 1,734 (1,127-2,669) 0,012
FVSS-continuo - n.s.
Fenotipo Virtual: Interpretacion DUAL
Més de 2 fracasos previos 0,294 (0,118-0,733) 0,009
N° CD4pasar /mm® - n.s.
Log1o CV pasal 0,438 (0,244-0,786) 0,006
N° farmacos nuevos 1,734 (1,127-2,669) 0,012
FVSS dual - n.s.

n.s.: no significativo (p>0,05).

(*): Al sustituir en el analisis multivariante la variable N° farmacos nuevos por N°
familias nuevas se observo que en los modelos ajustados ninguno de los algoritmos
valorados se asocian con la respuesta CVind3m con independencia de las demas

variables (datos no mostrados).
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Tabla 4.21. Analisis multivariante: modelos ajustados de prediccion de la
supresion virolégica a los 6 meses (CVindém) con los algoritmos estudiados.
Variables OR (95% IC) p
Algoritmo Andalucia
Adherencia >80% - n.s.
Log1o CV pasal - n.s.
N° farmacos nuevos - n.s.
Mas de 2 fracasos previos 0,298 (0,144-0,615) 0,001
GSS-Andalucia 1,448 (1,002-2,093) 0,049
Algoritmo ANRS-DTL
Adherencia >80% - n.s.
Logio CV pasal - n.s.
N° farmacos nuevos - n.s.
Méas de 2 fracasos previos 0,307 (0,149-0,633) 0,001
GSS-ANRS-DTL 1,515 (1,000-2,297) 0,050
Algoritmo Andalucia-DTL
Adherencia >80% - n.s.
Log1o CV pasal - n.s.
N° farmacos nuevos - n.s.
Mas de 2 fracasos previos 0,317 (0,153-0,658) 0,002
GSS-Andalucia-DTL 1,607 (1,095-2,359) 0,015
Algoritmo Visible Genetics
Adherencia >80% - n.s.
Log1o CV pasal - n.s.
N° farmacos nuevos - n.s.
Mas de 2 fracasos previos 0,264 (0,123-0,563) 0,001
GSS-VG 1,747 (1,118-2,730) 0,014
Fenotipo Virtual: Interpretacion continua
Adherencia >80% - n.s.
Logio CV pasal - n.s.
N° farmacos nuevos - n.s.
Mas de 2 fracasos 0,258 (0,123-0,540) <0,001
FVSS continuo - n.s.
Fenotipo Virtual: Interpretacion dual
Adherencia >80% - n.s.
Log1o CV pasal - n.s.
N° farmacos nuevos - n.s.
Mas de 2 fracasos previos 0,258 (0,123-0,540) <0,001
FVSS dual - n.s.

n.s.: no significativo (p>0,05).
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Tabla 4.22. Analisis multivariante: modelos ajustados de prediccion de la diferencia
de logaritmo de la CV a los 3 meses (AlogCV3m) por los algoritmos estudiados.

Modelos B Error tipico t Sig.
Algoritmo Andalucia: R> modelo= 0,239
Edad - - - n.s
Mas de 2 fracasos previos -0,732 0,161 -4,562 <0,001
Log1o CV pasal 0,548 0,102 5,395 <0,001
N° familias previas - - - n.s
N° farmacos nuevos - - - n.s
GSS-Andalucia 0,290 0,073 3,955 <0,001
Algoritmo ANRS-DTL: R? modelo= 0,217
Edad - - - n.s.
Mas de 2 fracasos previos -0,762 0,162 -4,693 <0,001
Log1o CV pasal 0,564 0,104 5,444 <0,001
N° familias previas - - - n.s
N° farmacos nuevos - - - n.s.
GSS-ANRS-DTL 0,268 0,083 3,220 0,002
Algoritmo Andalucia-DTL: R? modelo = 0,249
Edad - - - n.s.
Mas de 2 fracasos previos -0,688 0,161 -4,281 <0,001
Log1o CV pasal 0,529 0,101 5,245 <0,001
N° familias previas - - - n.s
N° farmacos nuevos - - - n.s
GSS-Andalucia-DTL 0,317 0,075 4,238 <0,001
Algoritmo Visible Genetics: R modelo = 0,171
Edad - - - n.s.
Mas de 2 fracasos previos -0,794 0,166 -4.773 <0,001
Log1o CV pasal 0,528 0,106 4,993 <0,001
N° familias previas - - - n.s.
N° farmacos nuevos - - - n.s.
GSS-VG - - - n.s.

n.s.: no significativo (p>0,05).

No se realizé andlisis multivariante con los algoritmos fenotipicos,

estadistica p en el andlisis univariante fue >0,20 (ver tabla 4.14).
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Tabla 4.23. Analisis multivariante: modelos ajustados de prediccion de la
diferencia de logaritmo de la CV a los 6 meses (AlogCV6m) por los algoritmos.
Variables B Error tipico t Sig.
Algoritmo Andalucia: R?> modelo = 0,087
Edad - - - n.s.
Mas de 2 fracasos previos - - - n.s.
Adherencia > 80% - - - n.s.
Log1o CV pasai - - - n.s.
N° CD4pasa /Mm?® - - - n.s.
N° farmacos nuevos - - - n.s.
GSS-Andalucia 0,316 0,116 2,721 | 0,008
Algoritmo ANRS-DTL: R? modelo = 0,102
Edad - - - n.s.
Mas de 2 fracasos previos - - - n.s.
Adherencia > 80% - - - n.s.
Log1o CV pasai - - - n.s.
N° CD4peq /mm’ - - - n.s.
N° farmacos nuevos - - - n.s.
GSS-ANRS-DTL 0,405 0,136 2,979 | 0,004
Algoritmo Andalucia-DTL: R? modelo = 0,084
Edad - - - n.s.
Mas de 2 fracasos previos - - - n.s.
Adherencia > 80% - - - n.s.
Log1o CV pasal - - - n.s.
N° CD4pasa /Mm?® - - - n.s.
N° farmacos nuevos - - - n.s.
GSS-Andalucia-DTL 0,339 0,127 2,667 | 0,009
Algoritmo Visible Genetics: R? modelo = 0,101
Edad - - - n.s.
Mas de 2 fracasos previos - - - n.s.
Adherencia > 80% - - - n.s.
Log1o CV pasai - - - n.s.
N° CD4yp50 /mm?® - - - n.s.
N° farmacos nuevos - - - n.s.
GSS-VG 0,457 0,158 2,898 | 0,005
Fenotipo Virtual: Interpretacién CONTINUA: R? modelo = 0,089
Edad - - - n.s.
Mas de 2 fracasos previos - - - n.s.
Adherencia > 80% - - - n.s.
Log1o CV pasal - - - n.s.
N° CD4peq /mm’ - - - n.s.
N° farmacos nuevos - - - n.s.
FVSS-continuo 0,542 0,201 2,699 | 0,009

n.s.: no significativo (p>0,05).
No se realizé analisis multivariante con la interpretacion dual del Fenotipo Virtual, pues
su significacion estadistica p en el analisis univariante fue >0,20 (ver tabla 4.14).
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4.6. CAPACIDAD DE LOS MODELOS PARA PREDECIR LA RESPUESTA
VIROLOGICA EN LOS PACIENTES TRATADOS CON DIDANOSINA Y/O
TENOFOVIR Y/O LOPINAVIR.

El nimero de farmacos activos presentes en el nuevo tratamiento
administrado a cada paciente, expresado en funcién de los valores de GSS y FVSS
de los distintos modelos, se estudié en los 213 pacientes que recibieron en dicho
tratamiento ddl y/o TDF y/o LPV/RTV y se muestra en la tabla 4.24. En 4 de ellos
no se dispuso de informe del Fenotipo Virtual. Todos los modelos, excepto el de
Visible Genetics, predijeron una media de al menos 2 farmacos activos en los

tratamientos administrados.

Tabla 4.24. ddI-TDF-LPV: Caracteristicas descriptivas de los algoritmos.
ALGORITMOS N Media * Desv. tipica Rango
GSS- Andalucia 213 2,11 +0,99 0,0-4,0
GSS-ANRS-DTL 213 219+0,87 0,0-4,0
GSS- Andalucia-DTL 213 2,10+0,95 0,0-4,0
GSS-Visible Genetics 209 1,78 £ 0,84 0,0-3,5
FVSS continuo 209 2,10+ 0,63 0,05 - 3,71
FVSS dual 209 2,42 +0,77 0,0-4,0
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4.6.1. ddI-TDF-LPV: Capacidad de prediccion de la respuesta virolégica por los

distintos algoritmos (analisis univariante).

El resultado del analisis univariante mediante regresion logistica en relacion
a la asociacioén entre los distintos algoritmos y la supresion de la CV en los distintos
puntos de corte se muestra en la tabla 4.25. Sélo Andalucia-DTL fue capaz de
predecir dicha respuesta a los 3 meses (p<0,05), mientras que todos los algoritmos
lo hicieron a los 6 meses y, entre todos ellos, el algoritmo de Visible Genetics mostré
la mayor O.R. de tal forma que para cada aumento en una unidad de GSS-VG

aumenta en 2,378 veces la posibilidad de conseguir CV indetectable a los 6 meses.

Tabla 4.25. ddI-TDF-LPV: Analisis univariante para la asociacion entre

los distintos algoritmos y las respuestas CVind3m y CVindém.

CVind3m
ALGORITMOS
O.R. (I.C. 95%) ¢]
GSS-Andalucia 1,322 (0,985-1,774) 0,063
GSS-ANRS-DTL 1,286 (0,924-1,792) 0,136
GSS-Andalucia-DTL 1,609 (1,169-2,215) 0,004
GSS-VG 1,304 (0,927-1,835) 0,128
FVSS-continuo 1,471 (0,923-2,343) 0,105
FVSS-dual 1,305 (0,892-1,909) 0,171
CVind6ém
ALGORITMOS
O.R. (I.C. 95%) ¢]

GSS-Andalucia 1,637 (1,171-2,289) 0,004
GSS-ANRS-DTL 1,854 (1,248-2,754) 0,002
GSS-Andalucia-DTL 1,953 (1,353-2,818) 3,510
GSS-VG 2,378 (1,546-3,657) 8,1107
FVSS-continuo 2,310 (1,302-4,098) 0,004
FVSS-dual 1,713 (1,098-2,674) 0,018
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En la tabla 4.26 se muestra el resultado del analisis univariante llevado a
cabo mediante regresion lineal entre los distintos algoritmos y la variacion del
logaritmo de la CV a 3 y 6 meses (AlogCV3m, AlogCV6m). Se observa que todos los
algoritmos genotipicos, excepto el de Visible Genetics, mostraron un asociacion
significativa (p<0,05) con AlogCV3m; tampoco ninguna de las dos interpretaciones
del fenotipo virtual se relacion6 significativamente con dicha respuesta. Por otro
lado, sélo los algoritmos genotipicos fueron capaces de predecir de forma
significativa la variacion del logaritmo de la CV a los 6 meses. El algoritmo
Andalucia-DTL fue el que explicd el mayor porcentaje de la varianza para ambas
respuestas (R*= 0,060 para AlogCV3m y 0,068 para AlogCV6m).

Tabla 4.26. ddI-TDF-LPV: Analisis univariante para la asociacion entre los
distintos algoritmos y las respuestas AlogCV3m y AlogCV6m.
AlogCV3m

ALGORITMOS R? B Error tipico t p
GSS-Andalucia 0,028 | 0,199 0,082 2,426 0,016
GSS-ANRS-DTL 0,022 | 0,201 0,094 2,136 0,034
GSS-Andalucia-DTL | 0,060 | 0,304 0,084 3,609 3,810
GSS-VG 0,009 | 0,135 0,099 1,366 0,174
FVSS-continuo 0,001 0,052 0,133 ,390 0,697
FVSS-dual 0,001 | -0,037 0,108 -0,346 0,730

AlogCVém

ALGORITMOS R? B Error tipico t p
GSS-Andalucia 0,054 | 0,287 0,095 3,008 0,003
GSS-ANRS-DTL 0,050 | 0,326 0,113 2,892 0,004
GSS-Andalucia-DTL | 0,068 | 0,343 0,100 3,422 0,001
GSS-VG 0,043 | 0,308 0,117 2,634 0,009
FVSS-continuo 0,018 | 0,281 0,167 1,678 0,095
FVSS-dual 0,085 | 0,085 0,131 ,652 0,515

4.6.2. ddI-TDF-LPV: Analisis univariante (otras variables).

Los resultados de los analisis univariantes relativos a la asociacién entre otras
variables y las distintas respuestas se exponen en la tabla 4.27. Aunque inicialmente

todas las variables con p<0,20 (resaltadas en negrita) se incluyeron en el analisis
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multivariante, posteriormente se decidié excluir todas las Variables relativas a
mutaciones en la RT y en la PR, puesto que su efecto ya era tenido en cuenta por
los propios algoritmos. Por idéntica razén, la variable Numero de farmacos activos,
calculada a partir del algoritmo de la Universidad de Stanford en base a las

mutaciones de la RT y la PR, tampoco fue incluida.

Tabla 4.27. ddI-TDF-LPV: Analisis univariante para la asociacién entre otras variables y las
distintas respuestas (en las casillas, valor de p).
CVind3m | CVindém | AlogCV3m | AlogCV6m
Edad 0,497 0,081 0,152 0,033
Sexo masculino 0,596 0,319 0,629 0859
Adherencia >80% 0,836 0,131 0,785 0,080
Log1o CV pasal 0,001 0,008 8,710° 0,001
N° CD4pasa /mli 0,139 0,888 0,832 0,301
Mas de 2 fracasos terapéuticos 3,9-10° 2,5:10° 0,005 0,016
N° familias previas 0,267 0,470 0,250 0,722
N° farmacos activos 0,068 0,005 0,008 0,018
Variables relativas a mutaciones en la RT:
N° mutaciones RT 0,298 0,001 0,446 0,050
N° mutaciones ITIAN 0,374 0,005 0,395 0,027
N° mutaciones ITINAN 0,790 0,144 0,935 0,948
N° TAMs 0,047 0,002 0,052 0,007
N° M41L, L210W, T215Y 0,065 1,0-10™ 0,044 0,002
N° K70R, T215F y Q219E 0,319 0,290 0,751 0,612
Variables relativas a mutaciones en la PR:
N° mutaciones PR 5,210 0,001 0,001 0,022
N° mutaciones multiples IP 1,3-10° 0,004 0,007 0,015
N° de L33I, V82A/F/T/S, 184V, L9OM 0,001 0,007 0,001 0,051
Variables relativas al tratamiento:
N° farmacos 1,0-10™ 0,011 0,197 0,222
N° farmacos nuevos 6,310 0,004 3,410 0,003
N° familias nuevas 0,013 0,213 0,007 0,056
N° ITIAN 0,004 0,004 0,019 0,083
Presencia de ITINAN 0,723 0,698 0,674 0,369
Presencia de IP 0,860 0,440 0,012 0,020

Mediante distintos subanalisis multivariantes (tablas 4.28 a 4.31) se
selecciond entre las Variables relacionadas con el nuevo tratamiento la que tenia el

menor valor de p con cada una de las respuestas para ser incluida en el analisis
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multivariante. En todos los casos la variable seleccionada fue N° de farmacos

nuevos.
B E.T. | Wald | gl Sig. Exp(B)
Paso 1(a) N°ITIAN 0,158 | 0,756 | 0,043 1| 0,835 1,171
Presencia de ITINAN | 0,070 | 0,751 | 0,009 1| 0,925 1,073
Presencia de IP 0,336 | 0,778 | 0,186 | 1| 0,666 1,399
N° familias nuevas 0,012 /0,254 | 0,002| 1| 0,964 1,012
N° farmacos -2,629 1 0,945| 7,734 | 1| 0,005 0,072
N° farmacos nuevos | 0,908 | 0,221 | 16,862 1| 0,000 2,480
Constante 5,228 | 2,369 | 4,871 1| 0,027 | 186,401

Tabla 4.28. Variables relacionadas con el nuevo tratamiento: subanalisis multivariante
para seleccionar la variable mas fuertemente relacionada con la respuesta CVind3m.

B E-T. | Wald | gl Sig. Exp(B)
Paso 1(a) N°ITIAN 0,770 | 0,909 | 0,718 | 1| 0,397 2,160
Presencia de ITINAN | 1,108 | 0,931 | 1,418 1| 0,234 3,030
Presencia de IP 1,555 | 0,971 | 2,565 1| 0,109 4,737
N° familias nuevas -0,178 1 0,285/0,388| 1| 0,534 0,837
N° farmacos -1,858 1 0,934 | 3,960 | 1| 0,047 0,156
N° farmacos nuevos | 0,660 | 0,226 | 8,500 | 1| 0,004 1,934
Constante 1,379 (1,563 | 0,779 | 1| 0,377 3,973

Tabla 4.29. Variables relacionadas con el nuevo tratamiento: subanalisis multivariante para
seleccionar la variable mas fuertemente relacionada con la respuesta CVindém.

Modelo Coeficieqtes no Coeficigntes
estandarizados estandarizados t p
B Error tipico Beta
1  (Constante) 1,176 0,664 1,772 0,078
N° ITIAN 0,223 0,337 0,093 0,662 0,509
Presencia ITINAN 0,302 0,343 0,103 0,880 0,380
Presencia IP 0,854 0,362 0,292 2,358 0,019
N° familias nuevas 0,151 0,131 0,092 1,158 0,248
N° farmacos -0,583 0,343 -0,200 -1,701 0,091
N° farmacos nuevos 0,277 0,098 0,220 2,825 0,005

a Variable dependiente: AlogCV3m.

Tabla 4.30. Variables relacionadas con el nuevo tratamiento: subanalisis multivariante para
seleccionar la variable mas fuertemente relacionada con la respuesta AlogCV3m.
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Modelo Coeficien_tes no Coeficie_ntes
estandarizados estandarizados t p
B Error tipico Beta
1 (Constante) 0,885 0,782 1,131 0,260
Ne° ITIAN 0,361 0,444 0,155 0,814 0,417
Presencia ITINAN 0,316 0,462 0,103 0,685 0,494
Presencia IP 0,986 0,481 0,324 2,050 0,042
N° familias nuevas 0,086 0,160 0,047 0,534 0,594
N° farmacos -0,632 0,426 -0,222 -1,485 0,140
N° farmacos nuevos 0,304 0,121 0,218 2,513 0,013

a Variable dependiente: AlogCVém.

Tabla 4.31. Variables relacionadas con el nuevo tratamiento: subanalisis multivariante
para seleccionar la variable mas fuertemente relacionada con la respuesta AlogCV6m.

4.6.3. ddI-TDF-LPV: Analisis multivariante.

La asociacion entre los distintos algoritmos con p < 0,20 en el analisis
univariante y cada una de las respuestas virolégicas medidas, ajustando por el resto

de las variables, se muestra en las tablas 4.32 a 4.35.

En los analisis multivariantes realizados mediante regresion logistica se
observa que ninguno de los algoritmos fue capaz de predecir de forma
independiente la supresion de la CV a los 3 meses (CVind3m) (tabla 4.32), mientras
que a los 6 meses si lo hicieron los algoritmos Andalucia, Andalucia-DTL y Visible
Genetics, siendo este ultimo el que mostré el mayor valor de odds ratio: 1,654 (tabla
4.33).

Como se observa en la tabla 4.34, los cuatro algoritmos genotipicos se
asociaron con independencia del resto de las variables con la variaciéon del logaritmo
de la CV a los 3 meses (AlogCV3m); los modelos ajustados mediante regresion
lineal explicaron unos porcentajes de la varianza (R?) entre 23,8% (Andalucia-DTL) y
20,0% (Visible Genetics). En la tabla 4.35 se muestran los modelos ajustados de
prediccion de la variacion del logaritmo de la CV a los 6 meses (AlogCV6m): los
algoritmos Andalucia (R?=0,139, p=0,027), ANRS-DTL (R?=0,107, p=0,033) vy
Andalucia-DTL (R%=0,118, p=0,015) presentaron una asociacién independiente con

esta respuesta.
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Tabla 4.32. ddI-TDF-LPV: Analisis multivariante: modelos ajustados de prediccion
de la supresion virolégica a los 3 meses (CVind3m) por los algoritmos.
Variables OR (95% IC) p
Algoritmo Andalucia
Log1o CV pasal 0,367 (0,204-0,658) 0,001
N° CD4pasar /mm® - n.s.
Mas de 2 fracasos previos - n.s.
N° farmacos nuevos 2,831 (1,712-4,682) <10
GSS-Andalucia - n.s.
Algoritmo ANRS-DTL
Logio CV pasai 0,367 (0,204-0,658) 0,001
N° CD4pasa /mm® - n.s.
Mas de 2 fracasos previos - n.s.
N° farmacos nuevos 2,831 (1,712-4,682) <10
GSS-ANRS-DTL - n.s.
Algoritmo Andalucia-DTL
Log1o CV pasal 0,367 (0,204-0,658) 0,001
N° CD4pasar /mm® - n.s.
Mas de 2 fracasos previos - n.s.
N° farmacos nuevos 2,831 (1,712-4,682) <10
GSS-Andalucia-DTL - n.s.
Algoritmo Visible Genetics
Log1o CV pasal 0,384 (0,212-0,697) 0,002
N° CD4pasa /mm® - n.s.
Mas de 2 fracasos previos - n.s.
N° farmacos nuevos 2,731(1,654-4,509) <10
GSS-VG - n.s.
Fenotipo Virtual: Interpretacion CONTINUA
Logio CV pasai 0,384 (0,212-0,697) 0,002
N° CD4pasa /mm® - n.s.
Mas de 2 fracasos previos - n.s.
N° farmacos nuevos 2,731(1,654-4,509) <10
FVSS-continuo - n.s.
Fenotipo Virtual: Interpretacion DUAL
Log1o CV pasal 0,384 (0,212-0,697) 0,002
N° CD4pasai /mm® - n.s.
Mas de 2 fracasos previos - n.s.
N° farmacos nuevos 2,731(1,654-4,509) <10
FVSS dual - n.s.

n.s.: no significativo (p>0,05).

Al sustituir “N° Farmacos nuevos” por “N° familias nuevas” los modelos incluyen logCV,

fracasos y N° familias nuevas, pero no mejora su R”.
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Tabla 4.33. ddI-TDF-LPV: Analisis multivariante: modelos ajustados de prediccion de
la supresion virolégica a los 6 meses (CVindém) por los algoritmos.

Variables OR (95% IC) ¢]
Algoritmo Andalucia
Edad - n.s.
Mas de 2 fracasos previos 0,267 (0,117-0,610) 0,002
Adherencia >80% - n.s.
Logio CV pasal - n.s.
N° farmacos nuevos - n.s.
GSS-Andalucia 1,542 (1,013-2,348) 0,044
Algoritmo ANRS-DTL
Edad - n.s.
Mas de 2 fracasos previos 0,290 (0,130-0,646) 0,002
Adherencia >80% - n.s.
Log1o CV pasal - n.s.
N° farmacos nuevos - n.s.
GSS-ANRS-DTL - n.s.
Algoritmo Andalucia-DTL
Edad - n.s.
Mas de 2 fracasos previos 0,289 (0,127-0,655) 0,003
Adherencia >80% - n.s.
Log1o CV pasal - n.s.
N° farmacos nuevos - n.s.
GSS-Andalucia-DTL 1,586 (1,032-2,437) 0,035
Algoritmo Visible Genetics
Edad - n.s.
Mas de 2 fracasos previos 0,257 (0,110-0,600) 0,002
Adherencia >80% - n.s.
Log1o CV pasal - n.s.
N° farmacos nuevos - n.s.
GSS-VG 1,654 (1,012-2,704) 0,045
Fenotipo Virtual: Interpretacion CONTINUA
Edad - n.s.
Mas de 2 fracasos previos 0,256 (0,111-0,586) 0,001
Adherencia >80% - n.s.
Log1o CV pasal - n.s.
N° farmacos nuevos - n.s.
FVSS-continuo - n.s.
Fenotipo Virtual: Interpretacion DUAL
Edad - n.s.
Mas de 2 fracasos previos 0,256 (0,111-0,586) 0,001
Adherencia >80% - n.s.
Log1o CV pasal - n.s.
N° farmacos nuevos - n.s.
FVSS dual - n.s.

n.s.: no significativo (p>0,05).

Al sustituir “N° Farmacos nuevos” por “N° Familias nuevas” los modelos siguen incluyendo
las mismas variables y no mejora su R? (datos no mostrados).
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Tabla 4.34. ddI-TDF-LPV: Analisis multivariante: modelos ajustados de
predicciéon de AlogCV3m por los algoritmos.

Variables B Error tipico t Sig.
Algoritmo Andalucia : R? modelo = 0,234
Edad - - - n.s.
Mas de 2 fracasos previos -0,692 0,163 -4,246 | <0,001
Log1o CV pasal 0,611 0,107 5,729 | <0,001
N° farmacos nuevos - - - n.s.
GSS-Andalucia 0,293 0,077 3,788 | <0,001
Algoritmo ANRS-DTL.: R? modelo = 0,212
Edad - - - n.s.
Mas de 2 fracasos previos -0,715 0,165 -4,326 | <0,001
Log1o CV pasal 0,622 0,109 5,704 | <0,001
N° farmacos nuevos - - - n.s.
GSS-ANRS-DTL 0,272 0,090 3,035 | 0,003
Algoritmo Andalucia-DTL: R? modelo = 0,238
Edad - - - n.s.
Mas de 2 fracasos previos -0,643 0,163 -3,930 [ <0,001
Log1o CV pasal 0,585 0,106 5,624 | <0,001
N° farmacos nuevos - - - n.s.
GSS-Andalucia-DTL 0,309 0,080 3,885 | <0,001
Algoritmo Visible Genetics: R?> modelo = 0,200
Edad - - - n.s.
Mas de 2 fracasos previos -0,724 0,173 -4,193 | <0,001
Log1o CV pasal 0,616 0,112 5,498 | <0,001
N° farmacos nuevos - - - n.s.
GSS-VG 0,194 0,095 2,048 | 0,042

n.s.: no significativo (p>0,05).

No se realizé analisis multivariante con las dos interpretaciones del Fenotipo
Virtual, pues su significacion estadistica p en el analisis univariante fue >0,20 (ver

tabla 4.26).
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Tabla 4.35. ddI-TDF-LPV: Analisis multivariante: modelos ajustados de
prediccion de AlogCV6m por los algoritmos estudiados.
Variables B Error tipico t Sig.
Algoritmo Andalucia : R modelo = 0,139
Edad - - - n.s.
Mas de 2 fracasos previos -0,319 0,158 -2,021 | 0,046
Adherencia >80% - - - n.s.
Log1o CV basal 0,493 0,144 3,433 | 0,001
N° farmacos nuevos - - - n.s.
GSS-Andalucia 0,249 0,111 2,238 | 0,027
Algoritmo ANRS-DTL: R? modelo = 0,107
Edad - - - n.s.
Mas de 2 fracasos previos - - - n.s.
Adherencia >80% - - - n.s.
Log1o CV pasal 0,447 0,143 3,127 | 0,002
N° farmacos nuevos - - - n.s.
GSS-ANRS-DTL 0,285 0,132 2,161 | 0,033
Algoritmo Andalucia-DTL: R? modelo = 0,118
Edad - - - n.s.
Mas de 2 fracasos previos - - - n.s.
Adherencia >80% - - - n.s.
Log1o CV pasal 414 0,141 2,938 | 0,004
N° farmacos nuevos - - - n.s.
GSS-Andalucia-DTL 0,288 0,117 2,469 | 0,015
Algoritmo Visible Genetics: R? modelo = 0,112
Edad - - - n.s.
Mas de 2 fracasos previos -0,357 0,164 -2,179 | 0,032
Adherencia >80% - - - n.s.
Log1o CV pasal 0,503 0,150 3,357 | 0,001
N° farmacos nuevos - - - n.s.
GSS-VG - - - n.s.
Fenotipo Virtual: Interpretacion CONTINUA: R? modelo= 0,112
Edad - - - n.s.
Mas de 2 fracasos previos -0,357 0,164 -2,179 | 0,032
Adherencia >80% - - - n.s.
Log1o CV pasal 0,503 0,150 3,357 | 0,001
N° farmacos nuevos - - - n.s.
FVSS-continuo - - - n.s.

n.s.: no significativo (p>0,05).

No se realizé analisis multivariante con la interpretacion dual del Fenotipo Virtual,
pues su significacion estadistica p en el analisis univariante fue >0,20 (ver tabla
4.26).
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4.7. CAPACIDAD DE LOS MODELOS PARA PREDECIR LA RESPUESTA
VIROLOGICA EN LOS PACIENTES TRATADOS CON DIDANOSINA.

Con el objeto de determinar si las diferencias en la capacidad de prediccidn
de la respuesta se debian a la interpretacion de didanosina (ddl) por los distintos
algoritmos, se seleccionaron todos los pacientes tratados con este antirretroviral
dentro en su nuevo régimen. En los 133 pacientes cuyo tratamiento incluyé ddl, se
calculé una media de farmacos activos en el nuevo régimen que oscilé entre 1,65 y

2,44, segun las reglas de interpretacion aplicadas (tabla 4.36).

Tabla 4.36. ddl: Caracteristicas descriptivas de los algoritmos.
ALGORITMO N Media * Desv. tipica Rango
GSS-Andalucia 133 2,13+1,00 0-4,0
GSS-ANRS-DTL 133 2,15+ 0,91 0-4,0
GSS-Andalucia-DTL | 133 2,04 +1,03 0-4,0
GSS-Visible Genetics | 132 1,65 + 0,86 0-3,5
FVSS continuo 132 2,06 + 0,61 0-3,71
FVSS dual 132 2,44 + 0,77 0-4,0
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4.7.1. ddl: Capacidad de predicciéon de la respuesta virolégica por los distintos

algoritmos (analisis univariante).

El resultado del analisis univariante mediante regresion logistica en relacién a
la asociacién entre los distintos modelos y la supresion de la CV en los distintos
puntos de corte se muestra en la tabla 4.37. Los unicos modelos que fueron
capaces de predecir dicha respuesta significativamente a los 3 meses (p<0,05)
fueron los algoritmos Andalucia y Andalucia-DTL, mientras que a los 6 meses lo

hicieron los cuatro algoritmos genotipicos.

Tabla 4.37. ddl: Anadlisis univariante para la asociacion entre los
distintos algoritmos y las respuestas CVind3m y CVind6ém.
ALGORITMOS CVind3m
O.R. (I.C. 95%) o]
GSS-Andalucia 1,530 (1,045-2,241) 0,029
GSS-ANRS-DTL 1,426 (0,952-2,135) 0,085
GSS-Andalucia-DTL 1,748 (1,191-2,567) 0,004
GSS-VG 1,259 (0,831-1,908) 0,277
FVSS-continuo 1,575 (0,864-2,870) 0,138
FVSS-dual 1,420 (0,874-2,307) 0,156
ALGORITMOS CVindém
O.R. (I.C. 95%) o]
GSS-Andalucia 1,842 (1,174-2,890) 0,008
GSS-ANRS-DTL 1,811 (1,112-2,949) 0,017
GSS-Andalucia-DTL 1,960 (1,257-3,058) 0,003
GSS-VG 2,147 (1,271-3,629) 0,004
FVSS-continuo 1,787 (0,843-3,787) 0,130
FVSS-dual 1,400 (0,807-2,427) 0,231
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En la tabla 4.38 se muestra el resultado del analisis univariante llevado a
cabo mediante regresion lineal entre los distintos algoritmos y la variacion del
logaritmo de la CV a 3 y 6 meses (AlogCV3m, AlogCV6m). Se observa que todos los
algoritmos genotipicos, excepto el de Visible Genetics, mostraron un asociacion
significativa (p<0,05) con AlogCV3m y AlogCV6m. Ninguna de las interpretaciones

del Fenotipo Virtual se asocio significativamente con dichas respuestas.

Tabla 4.38. ddI: Analisis univariante para la asociacién entre los distintos
algoritmos y las respuestas AlogCV3m y AlogCV6m.
AlogCV3m
ALGORITMOS R? B Error tipico t p
GSS-Andalucia 0,046 | 0,250 0,100 2,500 0,014
GSS-ANRS-DTL 0,030 | 0,222 0,111 1,998 0,048
GSS-Andalucia-DTL | 0,091 | 0,344 0,095 3,602 4,510*
GSS-VG 0,019 | 0,187 0,118 1,575 0,118
FVSS-continuo 0,012 | 0,210 0,167 1,254 0,212
FVSS-dual 0,004 | 0,097 0,133 0,732 0,465
AlogCV6m
ALGORITMOS R? B Error tipico t p
GSS-Andalucia 0,062 | 0,327 0,129 2,537 0,013
GSS-ANRS-DTL 0,043 | 0,309 0,148 2,090 0,039
GSS-Andalucia-DTL | 0,074 | 0,352 0,126 2,790 0,006
GSS-VG 0,031 | 0,269 0,154 1,746 0,084
FVSS-continuo 0,012 | 0,257 0,237 1,083 0,282
FVSS-dual 0,000 | 0,021 0,175 0,122 0,903
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4.7.2. ddl: Analisis univariante (otras variables).

Los resultados de los analisis univariantes para la asociacion entre otras
variables y las distintas respuestas se exponen en la tabla 4.39. Inicialmente todas
las variables con p<0,20 (resaltadas en negrita) se incluyeron en el analisis
multivariante pero posteriormente se decidid excluir todas las Variables relativas a
mutaciones en la RT y en la PR, puesto que su efecto ya era tenido en cuenta por
los propios algoritmos. Por idéntica razén, la variable Numero de farmacos activos,
calculada a partir del algoritmo de la Universidad de Stanford en base a las

mutaciones de la RT y la PR, tampoco fue incluida.

Tabla 4.39. ddl: Analisis univariante para la asociacion entre otras variables y las distintas
respuestas (en las casillas, valor de p).
CVind3m | CVindém [ AlogCV3m | AlogCV6m
Edad 0,155 0,069 0,061 0,020
Sexo masculino 0,589 0,308 0,794 0,758
Adherencia >80% 0,948 0,516 0,257 0,074
Log1o CV pasal 4,810° 0,101 0,004 0,002
N° CD4pasa /ml 0,007 0,793 0,280 0,478
Mas de 2 fracasos terapéuticos 1,8-10* | 1,410* 0,012 0,071
N° familias previas 0,492 0,421 0,554 0,719
N° farmacos activos 0,010 0,016 0,016 0,068
Variables relativas a mutaciones en la RT:
N° mutaciones RT 0,415 0,009 0,501 0,159
N° mutaciones ITIAN 0,216 0,009 0,221 0,033
N° mutaciones ITINAN 0,345 0,459 0,483 0,454
N° TAMs 0,122 0,005 0,241 0,027
N° M41L, L210W, T215Y 0,026 1,0-10™ 0,026 0,001
N° K70R, T215F y Q219E 0,064 0,110 0,105 0,131
Variables relativas a mutaciones en la PR:
N° mutaciones PR 1,510 0,017 0,001 0,131
N° mutaciones multiples IP 0,003 0,054 0,066 0,318
N° de L33I, V82A/F/T/S, 184V, L90OM 0,002 0,154 0,001 0,295
Variables relativas al tratamiento:
N° farmacos 2,2-104 0,021 0,158 0,277
N° farmacos nuevos 1,510 0,022 0,002 0,010
N° familias nuevas 0,126 0,833 0,480 0,611
N° ITIAN 0,003 0,015 0,010 0,057
Presencia de ITINAN 0,386 0,788 0,841 0,284
Presencia de IP 0,665 0,316 0,038 0,020
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En las siguientes tablas (4.40 a 4.43) se muestra la variable relacionada con
el nuevo tratamiento que fue seleccionada para ser incluida en los posteriores
analisis multivariantes. Como en los apartados anteriores, dicha variable volvié a ser

Numero de farmacos nuevos para las cuatro medidas de la respuesta.

B E.T. | Wald | gl Sig. Exp(B)
Paso 1(a) N°ITIAN 2,204 | 2,937 | 0,563 | 1 | 0,453 9,061
Presencia de ITINAN | 2,513 | 2,878 | 0,762 | 1 | 0,383 | 12,338
Presencia de IP 2,790 | 2,890 | 0,932 1 | 0,334 16,288
N° familias nuevas -0,300 | 0,347 | 0,750 | 1 | 0,386 0,740
N° farmacos -5,260 | 3,221 | 2,667 | 1 | 0,102 0,005
N° farmacos nuevos | 1,131 | ,312 | 13,164 | 1 0,000 3,098
Constante 6,483 | 3,319 | 3,815 | 1 | 0,051 | 654,224

Tabla 4.40. Variables relacionadas con el nuevo tratamiento: subanalisis multivariante para
seleccionar la variable mas fuertemente relacionada con la respuesta CVind3m.

B ET. Wald | gl | Sig. Exp(B)
':(f)o Ne ITIAN 19,450 | 19201,521 | 0,000 | 1 | 0,999 | 279910927,702
Presencia de ITINAN | 20,116 | 19201,521 | 0,000 | 1 | 0,999 | 544840625,304
Presencia de IP 21,187 | 19201,521 | 0,000 | 1 | 0,999 | 1590163838,599
N° familias nuevas -0,477 0,397 1442 | 1 | 0,230 0,620
N° farmacos 20,877 | 19201,521 | 0,000 | 1 | 0,999 0,000
N° farmacos nuevos 0,866 0,341 6,467 | 1 0,011 2,377
Constante 1,364 2,023 | 0455| 1 | 0,500 3,911

Tabla 4.41. Variables relacionadas con el nuevo tratamiento: subanalisis multivariante para
seleccionar la variable mas fuertemente relacionada con la respuesta CVindém.

Modelo Coeficien_tes no Coeficigntes t b
estandarizados estandarizados
B Error tipico Beta
1  (Constante) 1,104 0,736 1,501 0,136
N° ITIAN 0,618 0,493 0,232 1,254 0,212
Presencia ITINAN 1,425 0,510 0,470 2,797 0,006
Presencia IP 1,792 0,516 0,634 3,471 0,002
N° familias nuevas -0,181 0,159 -0,112 -1,133 | 0,260
N° farmacos -1,135 0,468 -0,438 -2,424 0,017
N° farmacos nuevos 0,420 0,120 0,329 3,487 0,001

a Variable dependiente: AlogCV3m.

Tabla 4.42. Variables relacionadas con el nuevo tratamiento: subanalisis multivariante para
seleccionar la variable mas fuertemente relacionada con la respuesta AlogCV3m.
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Modelo Coeficien_tes no Coeficit_antes t b
estandarizados estandarizados
B Error tipico Beta
1 (Constante) 0,567 0,998 0,569 0,571
N° ITIAN 0,530 0,714 0,189 0,743 0,460
Presencia ITINAN 1,060 0,844 0,304 1,255 0,213
Presencia IP 1,889 0,832 0,587 2,270 0,026
N° familias nuevas -0,183 0,213 -0,098 -0,863 0,391
N° farmacos -0,944 0,645 -0,351 -1,463 0,147
N° farmacos nuevos 0,466 0,173 0,299 2,704 0,008

a Variable dependiente: AlogCVém.

Tabla 4.43. Variables relacionadas con el nuevo tratamiento: subanalisis multivariante para
seleccionar la variable mas fuertemente relacionada con la respuesta AlogCV6m.

4.7.3. ddl: Analisis multivariante.

La capacidad de prediccion de las distintos tipos de respuesta por cada uno
de los algoritmos, teniendo en cuenta el efecto de otras variables (analisis
multivariante), se expone en las tablas 4.44 a 4.47. Se observa que solo el algoritmo
Andalucia-DTL predijo con independencia de otras variables la supresion de CV a
los 3 meses (CVind3m, tabla 4.44), con un valor de OR=2,860: es decir, por cada
unidad que aumenta el GSS-Andalucia-DTL, aumenta en 2,860 veces la posibilidad
de alcanzar CV indetectable. Los algoritmos Andalucia, ANRS-DTL y Visible
Genetics fueron capaces de predecir la supresion de la CV a los 6 meses (CVind6m,
tabla 4.45). Los algoritmos genotipicos Andalucia, ANRS-DTL y Andalucia-DTL se
mostraron capaces de predecir con independencia del resto de las variables la
diferencia en el logaritmo de la CV a los 3 meses (AlogCV3m, tabla 4.46); de los 3
modelos, el que incluy6é a este ultimo algoritmo explicé el mayor porcentaje de la
varianza (R?=0,237). Finalmente, ninguno de los algoritmos se asocié de forma
independiente con la diferencia de logaritmo de la CV a los 6 meses (AlogCV6m,
tabla 4.47).
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Tabla 4.44. ddl: Analisis multivariante: modelos ajustados de prediccion de
supresion virolégica a los 3 meses (CVind3m) por los algoritmos.

Variables OR (95% IC) p
Algoritmo Andalucia
Edad - n.s.
Mas de 2 fracasos previos - n.s.
N° CD4pasa /mi 1,004 (1,001-1,008) 0,015
Log1o CV basal 0,207 (0,060-0,718) 0,013
N° farmacos nuevos 2,510 (1,100-5,728) 0,029
GSS-Andalucia - n.s.
Algoritmo ANRS-DTL
Edad - n.s.
Mas de 2 fracasos previos - n.s.
N° CD4pasa /ml 1,004 (1,001-1,008) 0,015
Log1o CV pasal 0,207 (0,060-0,718) 0,013
N° farmacos nuevos 2,510 (1,100-5,728) 0,029
GSS-ANRS-DTL - n.s.
Algoritmo Andalucia-DTL
Edad - n.s.
Mas de 2 fracasos previos - n.s.
N° CD4pasa /ml 1,005 (1,001-1,009) 0,008
Log1o CV basal 0,183 (0,049-0,682) 0,011
N° farmacos nuevos - n.s.
GSS-Andalucia-DTL 2,860 (1,125-7,268) 0,027
Fenotipo Virtual: Interpretacion CONTINUA
Edad - n.s.
Mas de 2 fracasos previos - n.s.
N° CD4pasa /ml 1,004 (1,001-1,008) 0,016
Log1o CV pasal 0,211 (0,061-,725) 0,013
N° farmacos nuevos 2,467 (1,080-5,635) 0,032
FVSS-continuo - n.s.
Fenotipo Virtual: Interpretacion DUAL
Edad - n.s.
Mas de 2 fracasos previos - n.s.
N° CD4pasa /ml 1,004 (1,001-1,008) 0,016
Log1o CV pasal 0,211 (0,061-,725) 0,013
N° farmacos nuevos 2,467 (1,080-5,635) 0,032
FVSS dual - n.s.

n.s.: no significativo (p>0,05).
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Tabla 4.45. ddI: Analisis multivariante: modelos ajustados de prediccion de
supresion virolégica a los 6 meses (CVindém) por los algoritmos.
Variables OR (95% IC) p
Algoritmo Andalucia
Edad - n.s.
Mas de 2 fracasos previos 0,176 (0,064-0,484) 0,001
Log1o CV pasal - n.s.
N° farmacos nuevos - n.s.
GSS-Andalucia 1,916 (1,115-3,293) 0,019
Algoritmo ANRS-DTL
Edad - n.s.
Mas de 2 fracasos previos 0,188 (0,070-0,503) 0,001
Logio CV pasal - n.s.
N° farmacos nuevos - n.s.
GSS-ANRS-DTL 1,739 (0,992-3,049) 0,053
Algoritmo Andalucia-DTL
Edad - n.s.
Més de 2 fracasos previos 0,196 (0,076-0,510) 0,001
Log1o CV pasal - n.s.
N° farmacos nuevos - n.s.
GSS-Andalucia-DTL - n.s.
Algoritmo Visible Genetics
Edad - n.s.
Mas de 2 fracasos previos 0,182 (0,066-0,501) 0,001
Log1o CV pasal - n.s.
N° farmacos nuevos - n.s.
GSS-VG 1,825 (1,012-3,292) 0,046
Fenotipo Virtual: Interpretacion CONTINUA
Edad - n.s.
Mas de 2 fracasos previos 0,175 (0,065-0,466) <0,001
Logio CV pasal - n.s.
N° farmacos nuevos - n.s.
FVSS-continuo - n.s.

n.s.: no significativo (p>0,05).

No se realizé analisis multivariante con la interpretacién dual del Fenotipo Virtual,
pues su significacion estadistica p en el andlisis univariante fue >0,20 (ver tabla
4.37).
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Tabla 4.46. ddI: Analisis multivariante: modelos ajustados de prediccion de
diferencia de logaritmo de CV a los 3 meses (AlogCV3m) por los algoritmos.
Variables B Error tipico t Sig.
Algoritmo Andalucia: R?= 0,233
Edad - - - n.s.
Mas de 2 fracasos previos -0,705 0,201 -3,500 | 0,001
Adherencia >80% - - - n.s.
Log1o CV pasal 0,550 0,134 4,108 | <0,001
N° farmacos nuevos - - - n.s.
GSS-Andalucia 0,332 0,096 3,457 | 0,001
Algoritmo ANRS-DTL.: R*= 0,195
Edad - - - n.s.
Mas de 2 fracasos previos -0,739 0,207 -3,575 | 0,001
Adherencia >80% - - - n.s.
Log1o CV pasal 0,578 0,139 4,154 | <0,001
N° farmacos nuevos - - - n.s.
GSS-ANRS-DTL 0,271 0,109 2,489 | 0,014
Algoritmo Andalucia-DTL: R?= 0,237
Edad - - - n.s.
Mas de 2 fracasos previos -0,636 0,202 -3,147 | 0,002
Adherencia >80% - - - n.s.
Log1o CV pasal 0,535 0,133 4,013 | <0,001
N° farmacos nuevos - - - n.s.
GSS-Andalucia-DTL 0,329 0,093 3,554 | 0,001
Algoritmo Visible Genetics: R*= 0,154
Edad - - - n.s.
Mas de 2 fracasos previos -0,735 0,212 -3,466 | 0,001
Adherencia >80% - - - n.s.
Log1o CV pasal 0,518 0,140 3,703 | 0,000
N° farmacos nuevos - - - n.s.
GSS-VG - - - n.s.

n.s.: no significativo (p>0,05).

No se realizé analisis multivariante con las dos interpretaciones del Fenotipo Virtual,
pues su significacion estadistica p en el analisis univariante fue >0,20 (ver tabla
4.38).
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Tabla 4.47. ddl: Analisis multivariante: modelos ajustados de prediccion de la
diferencia de logaritmo de la CV a los 6 meses (AlogCV6m) por los algoritmos.
Variables B E;:g; Beta t Sig.
Algoritmo Andalucia: R?=0,166
Edad -0,048 0,024 -0,235 | -2,007 | 0,049
Mas de 2 fracasos previos - - - - n.s.
Adherencia >80% - - - - n.s.
Log1o CV pasal 0,530 0,197 0,316 2,693 | 0,009
N° farmacos nuevos - - - - n.s.
GSS-Andalucia - - - - n.s.
Algoritmo ANRS-DTL: R*=0,166
Edad -0,048 0,024 -0,235 | -2,007 | 0,049
Mas de 2 fracasos previos - - - - n.s.
Adherencia >80% - - - - n.s.
Log1o CV pasal 0,530 0,197 0,316 2,693 | 0,009
N° farmacos nuevos - - - - n.s.
GSS-ANRS-DTL - - - - n.s.
Algoritmo Andalucia-DTL: R*= 0,166
Edad -0,048 0,024 -0,235 | -2,007 | 0,049
Mas de 2 fracasos previos - - - - n.s.
Adherencia >80% - - - - n.s.
Log1o CV pasal 0,530 0,197 0,316 2,693 | 0,009
N° farmacos nuevos - - - - n.s.
GSS-Andalucia-DTL - - - - n.s.
Algoritmo Visible Genetics: R*= 0,172
Edad -0,049 0,024 -0,246 | -2,084 | 0,041
Mas de 2 fracasos previos - - - - n.s.
Adherencia >80% - - - - n.s.
Log1o CV pasal 0,525 0,196 0,316 2,685 | 0,009
N° farmacos nuevos - - - - n.s.
GSS-VG - - - - n.s.

n.s.: no significativo (p>0,05).

Al sustituir la variable N° farmacos nuevos por N° familias nuevas o al incluir ambas, los
algoritmos siguen sin tener capacidad independiente para predecir la respuesta y los
modelos ajustados no mejoran, puesto que sus R? son iguales o inferiores a las
mostradas en esta tabla.

No se realiz6 andlisis multivariante con las dos interpretaciones del Fenotipo Virtual,
pues su significacion estadistica p en el andlisis univariante fue >0,20 (ver tabla 4.38).
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4.8. CAPACIDAD DE LOS MODELOS PARA PREDECIR LA RESPUESTA
VIROLOGICA EN LOS PACIENTES TRATADOS CON TENOFOVIR.

Con el objeto de determinar si las diferencias en la capacidad de prediccion
de la respuesta por los distintos modelos se debian a la interpretacion de tenofovir
(TDF) fueron seleccionaron todos los pacientes tratados con este antirretroviral
dentro de su nuevo régimen. En los 153 pacientes cuyo tratamiento incluyé TDF se
calculé una media de farmacos activos en el nuevo régimen que oscilé entre 1,78 y
2,39, segun las reglas de interpretacién aplicadas (tabla 4.48). En 4 pacientes no se

dispuso de resultado de Fenotipo Virtual.

Tabla 4.48. Caracteristicas descriptivas de los algoritmos.
ALGORITMO N Media % Desv. tipica Rango
GSS-Andalucia 153 1,99 £ 1,03 0-4,0
GSS-ANRS-DTL 153 2,14+ 0,86 0,5-4,0
GSS- Andalucia-DTL 153 2,06 + 0,96 0-4,0
GSS-Visible Genetics 149 1,78 £ 0,80 0-3,5
FVSS continuo 149 2,09 + 0,62 0,10-3,71
FVSS dual 149 2,39+0,78 0-4,00
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4.8.1. TDF: Capacidad de prediccion de la respuesta virolégica por los distintos

algoritmos (analisis univariante).

En la tabla 4.49 se exponen los resultados del analisis univariante para la
asociacion entre los distintos modelos y la respuesta virologica al tratamiento,
considerada como CV indetectable. Aunque sélo los algoritmos Andalucia-DTL y
Visible Genetics se asociaron significativamente con la supresion de la CV a los 3
meses (p=0,005 y p=0,044, respectivamente), al analizar la relacion entre los
algoritmos y la supresion de la CV a los 6 meses se observo que todos ellos fueron

capaces de predecir esta respuesta de forma estadisticamente significativa.

Tabla 4.49. TDF: Andlisis univariante para la asociacion entre los
distintos algoritmos y las respuestas CVind3m y CVindém.
ALGORITMOS CVind3m
O.R. (I.C. 95%) o]
GSS-Andalucia 1,355 (0,968-0,895) 0,076
GSS-ANRS-DTL 1,459 (0,976-2,181) 0,066
GSS-Andalucia-DTL 1,734 (1,185-2,540) 0,005
GSS-VG 1,569 (1,012-2,434) 0,044
FVSS-continuo 1,672 (0,946 2,956) 0,077
FVSS-dual 1,426 (0,904-2,248) 0,127
ALGORITMOS CVindém
O.R. (I.C. 95%) o]
GSS-Andalucia 1,765 (1,204-2,588) 0,004
GSS-ANRS-DTL 2,262 (1,385-3,696) 0,001
GSS-Andalucia-DTL 2,327 (1,489-3,635) 2,110
GSS-VG 3,391 (1,867-6,159) 6,110
FVSS-continuo 2,927 (1,443-5,938) 0,003
FVSS-dual 1,901 (1,117-3,234) 0,018
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En la tabla 4.50 se exponen los resultados del analisis univariante realizado
mediante regresion lineal que muestra la asociacion entre los distintos algoritmos y
la diferencia de CV a los 3 y 6 meses del inicio del tratamiento, observandose que
sélo los algoritmos genotipicos presentaron una asociacion estadisticamente

significativa (p<0,05) con ambos tipos de respuesta.

Tabla 4.50.TDF: Analisis univariante para la asociacion entre los distintos
algoritmos y las respuestas AlogCV3m y AlogCV6m.
AlogCV3m
ALGORITMOS R? B Error tipico t p
GSS-Andalucia 0,050 ,265 ,096 2,764 0,006
GSS-ANRS-DTL 0,054 ,332 ,115 2,886 0,004
GSS-Andalucia-DTL | 0,100 ,404 ,100 4,026 9,1-10°
GSS-VG 0,035 ,286 127 2,253 0,026
FVSS-continuo 0,008 ,180 ,167 1,078 0,283
FVSS-dual 0,001 ,049 ,133 ,372 0,711
AlogCV6m
ALGORITMOS R? B Error tipico t p
GSS-Andalucia 0,086 ,353 ,107 3,308 0,001
GSS-ANRS-DTL 0,102 ATT ,131 3,643 4,010*
GSS-Andalucia-DTL | 0,118 ,449 113 3,958 1,310
GSS-VG 0,064 412 ,148 2,789 0,006
FVSS-continuo 0,030 ,373 ,201 1,857 0,066
FVSS-dual 0,006 127 ,153 ,829 0,409
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4.8.2. TDF: Analisis univariante (otras variables).

Los resultados de los analisis univariantes relativos a la asociacion entre otras
variables y las distintas respuestas se exponen en la tabla 4.51. Todas las variables
con p<0,20 (resaltadas en negrita) se incluyeron inicialmente en el analisis
multivariante pero posteriormente se decidid excluir las Variables relativas a
mutaciones en la RT y en la PR, puesto que su efecto ya era tenido en cuenta por
los propios algoritmos. Por idéntica razén, la variable Numero de farmacos activos,
calculada a partir del algoritmo de la Universidad de Stanford en base a las

mutaciones de la RT y la PR, tampoco fue incluida.

Tabla 4.51. TDF: Analisis univariante para la asociacion entre otras variables y las
distintas respuestas (en las casillas, valor de p).
Variables CVind3m | CVindém | AlogCV3m | AlogCV6m

Edad 0,752 0,487 0,346 0,352
Sexo masculino 0,524 0,492 0,485 0,900
Adherencia < 80% 0,815 0,222 0,900 0,049
Log1o CV basal 0,002 0,006 0,002 0,002
N° CD4pasa /ml 0,166 0,414 0,938 0,086
Mas de 2 fracasos terapéuticos 1,4-104 0,037 0,011 0,308
N° familias previas 0,525 0,449 0,127 0,498
N° farmacos activos 0,215 0,038 0,304 0,113
Variables relativas a mutaciones en la RT:

N° mutaciones RT 0,104 1,3-104 0,146 0,008

N° mutaciones ITIAN 0,380 0,001 0,054 0,011

N° mutaciones ITINAN 0,106 0,085 0,020 0,371

N° TAMs 0,105 3,210™ 0,054 0,002

N° M41L, L210W, T215Y 0,136 0,001 0,040 0,006

N° K70R, T215F y Q219E 0,178 0,520 0,375 0,750
Variables relativas a mutaciones en la PR:

N° mutaciones PR 1,5-10“1 0,004 0,008 0,160

N° mutaciones multiples IP 3,410* 0,007 0,030 0,063

N° de L33I, V82A/F/T/S, 184V, L90OM 0,001 0,011 0,005 0,226
Variables relativas al tratamiento:

N° farmacos 0,001 0,014 0,663 0,523

N° farmacos nuevos 2,6:10° 0,024 1,310 0,012

N° familias nuevas 0,062 0,242 0,014 0,084

N ITIAN 0,018 0,044 0,097 0,226

Presencia de ITINAN 0,557 1,000 0,846 0,377

Presencia de IP 0,888 0,401 0,023 0,048
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En las siguientes tablas (4.52 a 4.55) se muestra la variable relacionada con
el nuevo tratamiento que fue seleccionada para ser incluida en los posteriores
analisis multivariantes. Como en los apartados anteriores, dicha variable volvié a ser

Numero de farmacos nuevos para los cuatro tipos de respuesta.

B E.T. | Wald | gl Sig. Exp(B)

Paso 1(a) N°ITIAN 0,248 | 0,775| 0,103 | 1 | 0,749 | 1,282
Presencia de ITINAN | 0,162 | 0,764 | 0,045 | 1 | 0,832 1,176

Presencia de IP 0,370 | 0,803 | 0,213 | 1 | 0,645 1,448

N° familias nuevas -0,016 | 0,282 | 0,003 | 1 | 0,954 0,984

N° farmacos -2,505 /0,964 | 6,756 | 1 | 0,009 0,082

N° farmacos nuevos | 1,147 | 0,296 | 15,004 | 1 | 0,000 3,147

Constante 3,975 | 2,470 | 2,590 | 1 | 0,108 | 53,264

Tabla 4.52. Variables relacionadas con el nuevo tratamiento: subanalisis multivariante para
seleccionar la variable mas fuertemente relacionada con la respuesta CVind3m.

B E.T. Wald | gl | Sig. | Exp(B)
Paso1(a) N°ITIAN 0,752 | 0,925 0,661 1 |0,416 | 2,120
Presencia de ITINAN | 0,800 0,943 10,721 | 1 |0,396 | 2,227
Presencia de IP 1,421 0,992 |2,052| 1 |0,152| 4,140
N° familias nuevas 0,001 0,310 /0,000 | 1 |0,996 | 1,001
N° farmacos -2,001 | 0,982 (4,152 1 |0,042 | 0,135
N° farmacos nuevos | 0,582 0,272 |4,595| 1 /0,032 1,790
Constante 1,925 1,870 /1,060 1 | 0,303 | 6,856

Tabla 4.53. Variables relacionadas con el nuevo tratamiento: subanalisis multivariante para
seleccionar la variable mas fuertemente relacionada con la respuesta CVindém.

Modelo Coeficieqtes no Coeficigntes t b
estandarizados estandarizados
B Error tipico Beta
1 (Constante) 0,558 0,801 0,696 0,488
N° ITIAN 0,292 0,373 0,128 0,781 0,436
Presencia ITINAN 0,306 0,385 0,106 0,795 0,428
Presencia IP 0,807 0,404 0,288 1,999 0,048
N° familias nuevas 0,123 0,148 0,075 0,831 0,407
N° farmacos -0,521 0,391 -0,174 -1,334 0,184
N° farmacos nuevos 0,406 0,127 0,284 3,199 0,002

a Variable dependiente: AlogCV3m.

Tabla 4.54. Variables relacionadas con el nuevo tratamiento: subanalisis multivariante para
seleccionar la variable mas fuertemente relacionada con la respuesta AlogCV3m.
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Modelo Coeficien_tes no Coeficit_antes t b
estandarizados estandarizados
B Error tipico Beta
1 (Constante) 0,625 0,931 0,672 0,503
N° ITIAN 0,377 0,483 0,167 0,781 0,437
Presencia ITINAN 0,274 0,499 0,091 0,550 0,584
Presencia IP 0,909 0,524 0,313 1,736 0,085
N° familias nuevas 0,120 0,182 0,068 0,660 0,511
N° farmacos -0,568 0,488 -0,195 -1,164 0,247
N° farmacos nuevos 0,301 0,148 0,206 2,029 0,045

a Variable dependiente: AlogCVém.

Tabla 4.55. Variables relacionadas con el nuevo tratamiento: subanalisis multivariante para
seleccionar la variable mas fuertemente relacionada con la respuesta AlogCV6m.

4.8.3. TDF: Analisis multivariante.

La capacidad de prediccion de las distintos tipos de respuesta por cada uno
de los algoritmos, teniendo en cuenta el efecto de otras variables (analisis
multivariante), se expone en las tablas 4.56 a 4.59. Aunque en los modelos
ajustados obtenidos mediante regresién logistica ninguno de los algoritmos mostré
una asociacion significativa con la supresion de la CV a los 3 meses (tabla 4.56),
todos ellos, tanto genotipicos como fenotipicos, fueron capaces de predecir con
independencia de las demas variables (p < 0,05) la supresiéon de la CV a los 6
meses (tabla 4.57), siendo el algoritmo de Visible Genetics el que presentd la mayor
OR (3,241).

Todos los algoritmos genotipicos mostraron capacidad para predecir con
independencia de las demas variables la diferencia de logaritmo de la CV a los 3
meses (tabla 4.58) y, entre ellos, el modelo ajustado para el algoritmo Andalucia
DTL fue el que mayor porcentaje de la varianza fue capaz de explicar (R*=30,5%).
Cuando se estudio la asociacidén de los algoritmos con la diferencia de logaritmo de
la CV a los 6 meses (tabla 4.59) se observé que los algoritmos Andalucia (p=0,022),
ANRS-DTL (p=0,003) y Andalucia DTL (p=0,011) fueron capaces de predecir dicha

respuesta independientemente del resto de las variables.
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Tabla 4.56. TDF: Analisis multivariante: modelos ajustados de prediccion de
supresion virolégica a los 3 meses (CVind3m) por los algoritmos.

Variables OR (95% IC) p
Algoritmo Andalucia
Mas de 2 fracasos previos - n.s.
N° CD4y;5a /ml - n.s.
Logio CV pasal 0,287 (0,144-0,572) | <0,001
N° farmacos nuevos(*) 3,345 (1,747-6,406) <0,001
GSS-Andalucia - n.s.
Algoritmo ANRS-DTL
Mas de 2 fracasos previos - n.s.
N° CD4pz6a1 /Ml - n.s.
Log1o CV pasal 0,287 (0,144-0,572) | <0,001
N° farmacos nuevos(*) 3,345 (1,747-6,406) <0,001
GSS-ANRS-DTL - n.s.
Algoritmo Andalucia-DTL
Mas de 2 fracasos previos - n.s.
N° CD4y,5a /ml - n.s.
Logo CV pasal 0,287 (0,144-0,572) | <0,001
N° farmacos nuevos(*) 3,345 (1,747-6,406) <0,001
GSS-Andalucia-DTL - n.s.
Algoritmo Visible Genetics
Mas de 2 fracasos previos 0,370 (0,112-1,222) 0,103
N° CD4y55a /ml - n.s.
Logio CV pasal 0,383 (0,178-0,823) 0,014
N° farmacos nuevos(*) 2,587 (1,310-5,112) 0,006
GSS-VG - n.s.
Fenotipo Virtual: Interpretacion CONTINUA
Mas de 2 fracasos previos 0,370 (0,112-1,222) 0,103
N° CD4yq6a1 /Ml - n.s.
Log1o CV pasal 0,383 (0,178-0,823) 0,014
N° farmacos nuevos(*) 2,587 (1,310-5,112) 0,006
FVSS-continuo - n.s.
Fenotipo Virtual: Interpretacion DUAL
Mas de 2 fracasos previos 0,370 (0,112-1,222) 0,103
N° CD4y;5a /ml - n.s.
Log1o CV pasal 0,383 (0,178-0,823) | 0,014
N° farmacos nuevos(*) 2,587 (1,310-5,112) 0,006
FVSS dual - n.s.

n.s.: No significativo (p>0,05).

Al sustituir la variable N° farmacos nuevos por N° familias nuevas o al incluir ambas, los
algoritmos siguen sin tener capacidad para predecir la respuesta independientemente.
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Tabla 4.57. TDF: Analisis multivariante: modelos ajustados de prediccion de
supresion virolégica a los 6 meses (CVindém) por los algoritmos.
Variables OR (95% IC) p
Algoritmo Andalucia
Mas de 2 fracasos previos 0,266 (0,117-0,606) 0,002
Log1o CV pasal - n.s.
N° farmacos nuevos(*) - n.s.
GSS-Andalucia 1,866 (1,220-2,854) 0,004
Algoritmo ANRS-DTL
Mas de 2 fracasos previos 0,288 (0,126-0,655) 0,003
Log1o CV pasal - n.s.
N° farmacos nuevos(*) - n.s.
GSS-ANRS-DTL 2,291 (1,361-3,859) 0,002
Algoritmo Andalucia-DTL
Méas de 2 fracasos previos 0,295 (0,128-0,677) 0,004
Log1o CV pasal - n.s.
N° farmacos nuevos(*) - n.s.
GSS-Andalucia-DTL 2,301 (1,428-3,707) 0,001
Algoritmo Visible Genetics
Mas de 2 fracasos previos 0,238 (0,097-0,584) 0,002
Log1o CV pasal - n.s.
N° farmacos nuevos(*) - n.s.
GSS-VG 3,241 (1,738-6,045) | <0,001
Fenotipo Virtual: Interpretacion CONTINUA
Mas de 2 fracasos previos 0,224 (0,095-0,531) 0,001
Log1o CV pasal - n.s.
N° farmacos nuevos(*) - n.s.
FVSS-continuo 2,995 (1,413-6,346) 0,004
Fenotipo Virtual: Interpretacion DUAL
Méas de 2 fracasos previos 0,220 (0,094-0,515) <0,001
Log1o CV pasal - n.s.
N° farmacos nuevos(*) - n.s.
FVSS dual 1,966 (1,111-3,480) 0,020

n.s.: No significativo (p>0,05).

Al sustituir la variable N° farmacos nuevos por N° familias nuevas o al incluir ambas,
no varié la capacidad de prediccion de la respuesta CVindém por parte de los
algoritmos.
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Tabla 4.58. TDF: Analisis multivariante: modelos ajustados de prediccion
de AlogCV3m por los algoritmos.
Variables B E;g; t Sig.
Algoritmo Andalucia: R’= 0,272
Mas de 2 fracasos previos -0,530 0,208 -2,551 | 0,012
Log1o CV pasal 0,579 0,125 4,653 | 0,000
N° familias previas - - - n.s.
N° farmacos nuevos 0,310 0,116 2,669 | 0,009
GSS-Andalucia 0,283 0,094 3,021 | 0,003
Algoritmo ANRS-DTL.: R?*= 0,272
Mas de 2 fracasos previos -0,549 0,207 -2,650 | 0,009
Log1o CV pasal 0,612 0,125 4,884 | 0,000
N° familias previas - - - n.s.
N° farmacos nuevos 0,310 0,116 2,670 | 0,009
GSS-ANRS-DTL 0,340 0,112 3,030 | 0,003
Algoritmo Andalucia-DTL.: R%= 0,305
Mas de 2 fracasos previos -0,494 0,203 -2,430 | 0,017
Logo CV pasal 0,574 0,122 4,724 | 0,000
N° familias previas - - - n.s.
N° farmacos nuevos 0,261 0,115 2,270 | 0,025
GSS-Andalucia-DTL 0,398 0,101 3,951 | <0,001
Algoritmo Visible Genetics: R%= 0,249
Mas de 2 fracasos previos -0,491 0,213 -2,300 | 0,023
Log1o CV pasal 0,581 0,126 4,597 | 0,000
N° familias previas - - - n.s.
N° farmacos nuevos 0,342 0,117 2,924 | 0,004
GSS-VG 0,274 0,121 2,262 | 0,025

n.s.: no significativo (p>0,05).

La sustitucion de la variable N° farmacos nuevos por N° familias nuevas o la
inclusién de ambas, supuso una mejora en la capacidad de prediccion de la
respuesta AlogCV3m por parte de los algoritmos; ademas el valor R? de los
modelos disminuy6 o no vario.

No se realizé analisis multivariante con las dos interpretaciones del Fenotipo
Virtual, pues su significacion estadistica p en el analisis univariante fue >0,20 (ver
tabla 4.50).
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Tabla 4.59. TDF: Analisis multivariante: modelos ajustados de prediccion de
AlogCV6m por los algoritmos estudiados.
Variables B Error tipico t Sig.
Algoritmo Andalucia: R?=0,158
Adherencia <80% -0,617 0,291 -2,123 | 0,038
N° CD4y,5a /ml - - - n.s.
Log1o CV pasal - - - n.s.
N° farmacos nuevos - - - n.s.
GSS-Andalucia 0,287 0,122 2,357 0,022
Algoritmo ANRS-DTL: R?=0,239
Adherencia <80% -0,574 0,279 -2,053 | 0,044
N° CD4pasa /ml -0,001 0,001 -2,000 | 0,050
Log1o CV pasal - - - n.s.
N° farmacos nuevos - - - n.s.
GSS-ANRS-DTL 0,457 0,150 3,039 0,003
Algoritmo Andalucia-DTL: R2=0,174
Adherencia <80% -0,652 0,286 -2,278 | 0,026
N° CD4y,5a /ml - - - n.s.
I—0910 CVv basal - - - n.s.
N° farmacos nuevos - - - n.s.
GSS-Andalucia-DTL 0,349 0,133 2,622 0,011
Algoritmo Visible Genetics: R2=0,075
Adherencia <80% -0,675 0,308 -2,190 [ 0,032
N° CD4y,5a /ml - - - n.s.
Log1o CV pasal - - - n.s.
N° farmacos nuevos - - - n.s.
GSS-VG - - - n.s.
Fenotipo Virtual: Interpretacion CONTINUA: R?=0,075
Adherencia <80% -0,675 0,308 -2,190 | 0,032
N° CD4y 5o /Ml - - - n.s.
Log1o CV pasal - - - n.s.
N° farmacos nuevos - - - n.s.
FVSS-continuo - - - n.s.

n.s.: no significativo (p>0,05).
No se realizé analisis multivariante con la interpretacion del Fenotipo Virtual, pues su
significacion estadistica p en el andlisis univariante fue >0,20 (ver tabla 4.50).
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4.9. CAPACIDAD DE LOS MODELOS PARA PREDECIR LA RESPUESTA
VIROLOGICA EN LOS PACIENTES TRATADOS CON
LOPINAVIR/RITONAVIR.

Con el objeto de determinar si las diferencias en la capacidad de prediccién
de la respuesta por los distintos algoritmos se debian a la interpretacién de la
resistencia a Lopinavir/Ritonavir (LPV/RTV), se seleccionaron todos los pacientes
tratados con este antirretroviral en su nuevo régimen. En los 127 pacientes cuyo
tratamiento incluyé LPV/RTV se calculé una media de farmacos activos en el nuevo
régimen que oscilé entre 1,90 y 2,35, segun las reglas de interpretacion aplicadas

(tabla 4.60). En 3 de los pacientes no se dispuso del resultado del Fenotipo Virtual.

Tabla 4.60. Caracteristicas descriptivas de los algoritmos.

ALGORITMO N Media + Desv. tipica Rango
GSS-Andalucia 127 2,21 +£0,96 0-4,0
GSS-ANRS-DTL 127 2,30+0,83 0,5-4,0
GSS- Andalucia-DTL 127 2,15+0,90 0-4,0
GSS-Visible Genetics | 124 1,90 £ 0,79 0,5-3,5
FVSS continuo 124 2,03 +0,63 0,05-3,20
FVSS dual 124 2,35+ 0,73 0-4,00
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4.9.1. LPV/RTV: Capacidad de prediccion de la respuesta virolégica por los

distintos algoritmos (analisis univariante).

En la tabla 4.61 se exponen los resultados del analisis univariante para la
asociacion entre los distintos modelos y la respuesta virologica al tratamiento,
considerada como CV indetectable. Aunque ninguno de ellos se asocid
significativamente con la supresion de la CV a los 3 meses, al analizar su asociacion
con la supresion de la CV a los 6 meses se observo que los algoritmos genotipicos

fueron capaces de predecir esta respuesta de forma estadisticamente significativa.

Tabla 4.61. LPV/RTV: Analisis univariante para la asociacién entre
los distintos algoritmos y las respuestas CVind3m y CVind6ém.

ALGORITMOS CVind3m

O.R. (I.C. 95%) p
GSS-Andalucia 1,035 (0,713-1,503) 0,856
GSS-ANRS-DTL 0,889 (0,578-1,368) 0,593
GSS-Andalucia-DTL 1,285 (0,852-1,938) 0,232
GSS-VG 1,100 (0,697-1,764) 0,662
FVSS-continuo 1,398 (0,770-2,538) 0,270
FVSS-dual 1,242 (0,748-2,061) 0,402
ALGORITMOS CVindém

O.R. (I.C. 95%) P
GSS-Andalucia 1,512 (0,986-2,320) 0,058
GSS-ANRS-DTL 1,716 (1,035-2,846) 0,036
GSS-Andalucia-DTL 2,127 (1,296-3,491) 0,003
GSS-VG 1,765 (1,013-3,076) 0,045
FVSS-continuo 1,995 (0,983-4,050) 0,056
FVSS-dual 1,679 (0,909-3,012) 0,098
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En la tabla 4.62 se exponen los resultados del analisis univariante realizado
mediante regresion lineal, que muestra la asociacién entre los distintos algoritmos y
la variacion de la CV, observandose que ninguno de los algoritmos se asocio
significativamente con la diferencia de logaritmo de CV a los 3 meses del inicio del
tratamiento y unicamente el algoritmo Andalucia-DTL predijo la respuesta a los 6

meses (p=0,013).

Tabla 4.62. LPV/RTV: Andlisis univariante para la asociacién entre los
distintos algoritmos y las respuestas AlogCV3m y AlogCV6m.
AlogCV3m

ALGORITMOS R? B Error tipico t o}
GSS-Andalucia 0,001 0,028 0,115 0,247 0,806
GSS-ANRS-DTL 0,000 | -0,003 0,134 -0,025 0,980
GSS-Andalucia-DTL 0,014 | 0,163 0,124 1,317 0,190
GSS-VG 0,004 | -0,096 0,145 -0,663 0,509
FVSS-continuo 0,005 | -0,011 0,182 -0,058 0,954
FVSS-dual 0,006 | -0,130 0,155 -0,836 0,405

AlogCV6m

ALGORITMOS R? B Error tipico t o}
GSS-Andalucia 0,029 | 0,231 0,139 1,668 0,099
GSS-ANRS-DTL 0,032 | 0,290 0,164 1,769 0,080
GSS-Andalucia-DTL 0,064 | 0,372 0,147 2,534 0,013
GSS-VG 0,012 | 0,196 0,184 1,065 0,290
FVSS-continuo 0,014 | 0,270 0,234 1,152 0,252
FVSS-dual 0,000 | 0,041 0,206 0,200 0,842
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4.9.2. LPVIRTV: Analisis univariante (otras variables).

Los resultados de los analisis univariantes relativos a la asociacion entre otras

variables y las distintas respuestas se exponen en la tabla 4.63. Como ya se explicd

en apartados anteriores, todas las variables con p<0,20 (resaltadas en negrita) se

incluyeron inicialmente en el analisis multivariante pero posteriormente se decidio

excluir todas las Variables relativas a mutaciones en la RT y en la PR, puesto que su

efecto ya era tenido en cuenta por los propios algoritmos. Por idéntica razén, la

variable Numero de farmacos activos, calculada a partir del algoritmo de la

Universidad de Stanford en base a las mutaciones de la RT y la PR, tampoco fue

incluida.

Tabla 4.63. LPV/RTV: Analisis univariante para la asociaciéon entre otras variables y las
distintas respuestas (en las casillas, valor de p).

CVind3m | CVindém | AlogCV3m | AlogCV6m
Edad 0,562 0,108 0,346 0,093
Sexo masculino 0,817 0,148 0,532 0,217
Adherencia >80% 0,803 0,176 0,696 0,044
Logio CV pasal 0,059 0,533 1,210 8,310
N° CD4pasa /ml 0,400 0,519 0,552 0,702
Mas de 2 fracasos terapéuticos 0,005 0,002 0,055 0,050
N° familias previas 0,073 0,219 0,737 0,668
N° farmacos activos 0,040 0,008 0,134 0,031
Variables relativas a mutaciones en la RT:
N° mutaciones RT 0,873 0,109 0,881 0,323
N° mutaciones ITIAN 0,893 0,277 0,833 0,314
N° mutaciones ITINAN 0,794 0,183 0,945 0,803
N° TAMs 0,592 0,137 0,414 0,064
N° M41L, L210W, T215Y 0,109 0,003 0,172 0,022
N° K70R, T215F y Q219E 0,121 0,164 0,586 0,630
Variables relativas a mutaciones en la PR:
N° mutaciones PR 0,021 0,054 0,105 0,127
N° mutaciones multiples IP 0,008 0,075 0,188 0,096
N° de L33I, V82A/F/T/S, 184V, L90OM 0,020 0,054 0,091 0,140
Variables relativas al tratamiento:
N° farmacos 0,001 0,147 0,151 0,229
N° farmacos nuevos 0,001 0,002 0,079 0,017
N° familias nuevas 0,146 0,484 0,073 0,452
N° ITIAN 0,039 0,097 0,180 0,272
Presencia de ITINAN 0,196 0,715 0,993 0,811
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En las siguientes tablas (4.64 a 4.67) se muestra la variable relacionada con
el nuevo tratamiento que fue seleccionada para ser incluida en los posteriores
analisis multivariantes. Como en los apartados anteriores, dicha variable volvié a ser

Numero de farmacos nuevos para los cuatro tipos de respuesta.

Método: Introducir B E.T. | Wald | gl Sig. Exp(B)

Paso 1(a) N°ITIAN 0,281 | 1,079 | 0,068 0,795 1,324
Presencia de ITINAN | -0,613 | 1,333 | 0,211 0,646 0,542
N° familias nuevas 0,052 | 0,332 | 0,025 0,875 1,053

JHL NI WL UL (I U N

N° farmacos -2,269 | 1,230 | 3,402 0,065 0,103
N° farmacos nuevos 0,801 | 0,261 | 9,428 0,002 2,229
Constante 4,609 | 2,448 | 3,546 0,060 | 100,425

Tabla 4.64. Variables relacionadas con el nuevo tratamiento: subanalisis multivariante para
seleccionar la variable mas fuertemente relacionada con la respuesta CVind3m.

Método: Introducir B E.T. | Wald | gl | Sig. | Exp(B)
Paso 1(a) N°ITIAN -0,246 | 1,250 | 0,039 | 10,844 0,782
Presencia de ITINAN | 0,453 | 1,449 | 0,098 | 1| 0,755 | 1,573
N° familias nuevas -0,261 | 0,368 | 0,504 | 1| 0,478 | 0,770
N° farmacos -0,472 | 1,233 0,147 | 1]0,702 | 0,623
N° farmacos nuevos | 0,872 | 0,290 | 9,010 | 10,003 | 2,391
Constante 0,534 (11,888 | 0,080 | 10,777 | 1,705

Tabla 4.65. Variables relacionadas con el nuevo tratamiento: subanalisis multivariante para
seleccionar la variable mas fuertemente relacionada con la respuesta CVind6ém.
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Como puede observarse en las tablas 4.66 (a) y (b), cuando se analiz6 la
variable relacionada con el nuevo tratamiento con menor p para la respuesta
AlogCV3m, ninguna de las variables mostrd significacion estadistica pero al realizar

la regresion lineal por pasos la primera variable que entré en el modelo fue N° de

familias nuevas, que fue por lo tanto seleccionada para el analisis multivariante.

Tabla 4.66 (a)
Meétodo: Introducir. Coeficientes no Coeficientes t
Modelo estandarizados estandarizados P
B Error tipico Beta
1 (Constante) 2,558 0,904 2,829 0,006
N° ITIAN 0,300 0,505 0,120 0,595 0,553
Presencia ITINAN 0,437 0,586 0,098 0,746 0,457
N° familias nuevas 0,245 0,185 0,134 1,323 0,189
N° farmacos -0,720 0,519 -0,257 -1,386 | 0,168
N° farmacos nuevos 0,153 0,131 0,116 1,165 0,247
Tabla 4.66 (b)
Método: Por pasos. Coeficien_tes no Coeficigntes t Sig
Modelo estandarizados estandarizados '
B Error tip. Beta
1 (Constante) 1,184 0,163 7,264 0,000
N° familias nuevas 0,296 0,167 0,162 1,777 0,078
2 (Constante) 2,593 0,810 3,201 0,002
N° familias nuevas 0,307 0,165 0,168 1,856 0,066
N° farmacos -0,449 0,253 -0,161 -1,774 0,079

Tablas 4.66 (a) y (b). Variables relacionadas con el nuevo tratamiento: subanalisis multivariante

para seleccionar la variable mas fuertemente relacionada con AlogCV3m.

Modelo Coeficien_tes no Coeficie_ntes t b
estandarizados estandarizados
B Error tipico Beta
1 (Constante) 1,823 1,119 1,629 0,107
N ITIAN 0,322 0,725 0,126 0,444 0,658
Presencia ITINAN 0,628 0,854 0,130 0,735 0,464
N° familias nuevas -0,011 0,228 -0,005 -0,049 0,961
N° farmacos -0,607 0,704 -0,208 -0,863 | 0,391
N° farmacos nuevos 0,388 0,167 0,253 2,324 0,022

Tabla 4.67. Variables relacionadas con el nuevo tratamiento: subanalisis multivariante para

seleccionar la variable mas fuertemente relacionada con la respuesta AlogCVém.
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4.9.3. LPV/RTV: Analisis multivariante.

La capacidad de prediccion de las distintos tipos de respuesta por cada uno
de los algoritmos con p < 0,20 en el analisis univariante, teniendo en cuenta el efecto

de otras variables (analisis multivariante), se expone en las tablas 4.68 a 4.70.

No se realizé analisis multivariante frente a la respuesta CVind3m, puesto que
todos los algoritmos habian presentado una p > 0,20 en el analisis univariante.
Respecto a la respuesta CVindém, se realizé al analisis multivariante con todos los
algoritmos (tabla 4.68), no mostrando ninguno de ellos asociacion significativa con

dicha respuesta en los modelos ajustados.

Sdlo el algoritmo Andalucia-DTL habia mostrado una p < 0,20 en el analisis
univariante para la respuesta AlogCV3m, pero en el posterior analisis multivariante
(tabla 4.69) se encontrd6 que no era capaz de predecir dicha respuesta con
independencia de las demas variables. Tampoco los algoritmos a los que se realiz6
analisis multivariante frente a la respuesta AlogCVém (tabla 4.70) se asociaron

independientemente con ésta.

En resumen, se observa que, ajustando por las demas variables todos los
algoritmos carecen de significacion estadistica en la prediccion de los cuatro tipos de
respuesta virologica, es decir, ninguno es capaz de predecir las diferentes

respuestas con independencia del resto de las variables.
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Tabla 4.68. LPV/RTV: Analisis multivariante: modelos ajustados de prediccion
de la respuesta CVindém por los algoritmos estudiados.
Variables OR (95% IC) p
Algoritmo Andalucia
Edad - n.s.
Sexo - n.s.
Mas de 2 fracasos previos 0,344 (0,122-0,970) 0,044
Adherencia > 80% - n.s.
N° farmacos nuevos(*) - n.s.
GSS-Andalucia - n.s.
Algoritmo ANRS-DTL
Edad - n.s.
Sexo - n.s.
Mas de 2 fracasos previos 0,344 (0,122-0,970) 0,044
Adherencia > 80% - n.s.
N° farmacos nuevos(*) - n.s.
GSS-ANRS-DTL - n.s.
Algoritmo Andalucia-DTL
Edad - n.s.
Sexo - n.s.
Mas de 2 fracasos previos 0,344 (0,122-0,970) 0,044
Adherencia > 80% - n.s.
N° farmacos nuevos(*) - n.s.
GSS-Andalucia-DTL - n.s.
Algoritmo Visible Genetics
Edad - n.s.
Sexo - n.s.
Mas de 2 fracasos previos 0,328 (0,113-0,949) 0,040
Adherencia > 80% - n.s.
N° farmacos nuevos(*) - n.s.
GSS-VG - n.s.
Fenotipo Virtual: Interpretacion CONTINUA
Edad - n.s.
Sexo - n.s.
Mas de 2 fracasos previos 0,328 (0,113-0,949) 0,040
Adherencia > 80% - n.s.
N° farmacos nuevos(*) - n.s.
FVSS-continuo - n.s.
Fenotipo Virtual: Interpretacion DUAL
Edad - n.s.
Sexo - n.s.
Mas de 2 fracasos previos 0,328 (0,113-0,949) 0,040
Adherencia > 80% - n.s.
N° farmacos nuevos(*) - n.s.
FVSS dual - n.s.

n.s.: no significativo (p>0,05)
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Tabla 4.69. LPV/RTV: Analisis multivariante: modelo ajustado de
prediccion de AlogCV3m porel algoritmos Andalucia-DTL

Variables B Error tipico t Sig.
Algoritmo Andalucia-DTL.: R%= 0,276
Mas de 2 fracasos previos -0,718 0,203 -3,541 | 0,001
Log1o CV pasal 0,755 0,124 6,109 | 0,000
N° familias nuevas - - - n.s.
GSS-Andalucia-DTL - - - n.s.

n.s.: no significativo (p>0,05)

Tabla 4.70. LPV/RTV: Andlisis multivariante: modelos ajustados de

prediccion de AlogCV6m por los algoritmos.

Variables

B Error tipico t Sig.
Algoritmo Andalucia: R2=0,170
Edad - - - n.s.
Adherencia <80% - - - n.s.
Log1o CV pasal - - - n.s.
Mas de 2 fracasos previos 0,704 0,201 3,506 | 0,001
N° farmacos nuevos - - - n.s.
GSS-Andalucia - - - n.s.
Algoritmo ANRS-DTL: R2=0,170
Edad - - - n.s.
Adherencia <80% - - - n.s.
LOg10 CVv basal 0,704 0,201 3,506 0,001
Mas de 2 fracasos previos - - - n.s.
N° farmacos nuevos - - - n.s.
GSS-ANRS-DTL - - - n.s.
Algoritmo Andalucia-DTL: R2=0,170
Edad - - - n.s.
Adherencia <80% - - - n.s.
Log1o CV pasal 0,704 0,201 3,506 | 0,001
Mas de 2 fracasos previos - - - n.s.
N° farmacos nuevos - - - n.s.
GSS-Andalucia-DTL - - - n.s.

n.s.: no significativo (p>0,05).
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4.10. TABLAS RESUMEN DE LOS RESULTADOS (APARTADOS 4.5 - 4.9).

A continuacion se muestra el resumen de los resultados obtenidos en los
analisis univariantes y multivariantes realizados en la totalidad de los pacientes
(apartado 4.5) y en los distintos subgrupos frente a los cuatro tipos de respuesta

estudiados (apartados 4.6 a 4.9).

En el analisis univariante (tabla 4.71) se observa que los algoritmos
fenotipicos mostraron una menor capacidad de prediccién de la respuesta que los
genotipicos; entre estos ultimos, Andalucia-DTL es el que predice un mayor numero
de respuestas en todos los grupos de pacientes. En el subgrupo de pacientes
tratados con LPV se observa que ningun algoritmo es capaz de predecir las
respuestas a los 3 meses; a los 6 meses solo Andalucia-DTL predice ambas

respuestas, frente a ANRS-DTL y Visible Genetics, que sdélo se predicen

significativamente la supresién de la CV.

Tabla 4.71: Resumen de Analisis Univariantes: algoritmos que se asocian
significativamente con las respuestas (p<0,05) en los distintos grupos de pacientes.
CVind3m CVind6m AlogCV3m AlogCV6m
Andalucia Andalucia
TOTAL Andalucia-DTL Todos ANRS-DTL ANRS-DTL
(n =234) ; Andalucia-DTL
Andalucia-DTL . .
Visible Genetics
Andalucia Andalucia
ddlo TDFo = | Andalucia-DTL Todos ANRS-DTL ANRS-DTL
LPV (n =213) ; Andalucia-DTL
Andalucia-DTL . .
Visible Genetics
ddl Andalucia :\anslugﬁ_ Andalucia Andalucia
_ Andalucia-DTL . ANRS-DTL ANRS-DTL
(n=133) Andalucia-DTL . .
o . Andalucia-DTL Andalucia-DTL
Visible Genetics
Andalucia Andalucia
TDF Andalucia-DTL Todos ANRS-DTL ANRS-DTL
(n=153) Visible Genetics Andalucia-DTL Andalucia-DTL
Visible Genetics | Visible Genetics
LPV ANRS-DTL
(n =127) - Andalucia-DTL - Andalucia-DTL
Visible Genetics
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En el analisis multivariante (tabla 4.72) se observa que ningun algoritmo es
capaz de predecir independientemente la supresion de la CV a los 3 meses en los
distintos subgrupos, con la excepcion de Andalucia-DTL en el subgrupo tratado con
ddl. En el subgrupo tratado con LPV ninguno de los algoritmos fue capaz de predecir
las respuestas con independencia de las demas variables. Para el resto de grupos,
los algoritmos genotipicos se asocian significativamente con casi todas las

respuestas, especialmente los algoritmos Andalucia, ANRS-DTL y Andalucia-DTL.

Tabla 4.72: Resumen de Analisis Multivariantes: algoritmos que predicen cada respuesta
con independencia del resto de las variables en los distintos grupos de pacientes.
CVind3m CVind6ém AlogCV3m AlogCV6m
Andalucia Andalucia Andalucia
TOTAL ) ANRS-DTL ANRS-DTL ANRS-DTL
(n =234) Andalucia-DTL Andalucia-DTL Andalucia-DTL
Visible Genetics Visible Genetics
, Andalucia .
Andalucia Andalucia
ety . AndaluciaDTL | ,ANRSIDTL 1 ANRS-DTL
Visible Genetics . . Andalucia-DTL
Visible Genetics
ddi Andalucia Andalucia
(n = 133) Andalucia-DTL ANRS-DTL ANRS-DTL -
Visible Genetics Andalucia-DTL
Andalucia Andalucia
TDF . Todos ANRS-DTL ANRS-DTL
(n =153) Andalucia-DTL Andalucia-DTL
Visible Genetics
LPV . ) ) )
(n=127)
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Discusion

En estudios realizados en paises que disponen de farmacos antirretrovirales
se ha demostrado que la administracion de una combinacion de tres 0 mas de estos
farmacos se asocia con una disminucién de la morbilidad y la mortalidad de los
pacientes infectados por el VIH-1 (Murphy et al., 2001; Vandamme et al., 1998). Sin
embargo, segun Van Vaerenbergh et al. (2002), el inicio de un tratamiento
antirretroviral de gran actividad (TARGA) en pacientes naive previene la
diseminacion del virus durante una media de 3 afos en sélo el 60% de los pacientes
Estudios posteriores con seguimiento a mas largo plazo (5 afos) han mostrado
mejores resultados, probablemente a causa de la mayor variedad de farmacos y
presentaciones disponibles (Grabar et al., 2005; Molina et al., 2007). El fracaso
terapéutico puede deberse a diversos factores, como la falta de actividad de la
combinacion administrada, una escasa adherencia al tratamiento o la transmision de
cepas resistentes (Cane, 2005) y conduce a una supresion incompleta de la carga
viral (CV), permitiendo que el virus continlde su replicacion. La replicacion del VIH
bajo presion farmacoldgica selecciona mutaciones de resistencia no sélo frente a los
farmacos administrados, sino también frente a otros de la misma familia (resistencia
cruzada), quedando limitadas las opciones de tratamiento disponibles. Por esta
razon es una cuestion clave abordar la resistencia a los antirretrovirales para lograr

un tratamiento efectivo frente a la infeccion por el VIH (Frenkel y Tobin, 2004).

Las pruebas de resistencia son una herramienta de gran utilidad para la
eleccion del tratamiento antirretroviral mas adecuado para cada paciente. Las
pruebas genotipicas permiten detectar en el genoma del VIH la presencia de
mutaciones responsables de la resistencia del virus a determinados farmacos,
mientras que las pruebas fenotipicas detectan variaciones en el fold-change
respecto a una cepa de referencia. Sin embargo, con frecuencia la resistencia no
resulta solo de una mutacién concreta, sino de la interaccidon de un conjunto de
mutaciones; si ademas tenemos en cuenta la gran variabilidad genética del VIH, con
la presencia de un elevado numero de subtipos, es facil comprender la gran
complejidad que supone la interpretacién del genotipo de resistencia y la necesidad
de desarrollar algoritmos de interpretacion capaces de predecir de la manera mas
exacta posible la respuesta del paciente a los distintos farmacos existentes en el
mercado (De Luca et al., 2004a). Igualmente, en las pruebas fenotipicas se

requieren puntos de corte clinicos para los distintos farmacos, que al basarse en
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observaciones de la respuesta virologica en pacientes tratados, muestran una mayor

capacidad de prediccion.

En la actualidad existe un gran numero de sistemas para la interpretaciéon
de la resistencia a los farmacos antirretrovirales (De Luca et al., 2003b; Liu et al.,
2006; Vercauteren et al., 2006); estos sistemas son actualizados regularmente, tanto
los algoritmos genotipicos como los puntos de corte del fenotipo virtual. Diversos
paneles de expertos han recomendado la realizacion de pruebas de resistencia en el
manejo de pacientes VIH+ como herramienta de gran utilidad para lograr el éxito del
tratamiento (Gazzard et al., 2006; Hammer et al., 2006; Panel de Expertos de
GESIDA-Plan Nacional sobre el Sida, 2007; DHHS Panel on Antiretroviral Guidelines
for Adults and Adolescents, 2006; Vandamme et al., 2004).

Por otro lado, recientes estudios han reflejado la existencia de discordancias
en la interpretaciéon de la resistencia cuando se comparan distintos sistemas (Garcia
et al., 2003; Nogales et al., 2005; Zoloppa et al., 2005; Bryant et al., 2007), asi como
los factores mas frecuentemente responsables de estas diferencias (Brun-Vézinet et
al., 2004; De Luca et al., 2003a). Un estudio de Ravela et al. (2003) reveld que solo
dos tercios de las interpretaciones realizadas mediante cuatro algoritmos diferentes
(ANRS-3-02, TRUGENE VGI-6, Rega 5.5 and HIVdb-8-02) mostraron una
concordancia total. La mayor parte de las discordancias se detectaron en el grupo de
los ITIANs, ya que la resistencia a estos farmacos requiere de la acumulacion de
varias mutaciones. Sin embargo, este estudio no analizé la capacidad de los

algoritmos para predecir la respuesta clinica.

Otros autores (Hales et al., 2006; Loufty et al., 2004; Puchhammer-Stockl et
al., 2002; Scudeller et al., 2003; Torti et al., 2003) no sélo han evidenciado las
discordancias en la interpretacion de la resistencia entre algoritmos genotipicos,
fenotipo real y fenotipo virtual, sino que ademas han investigado qué modelos
muestran una mejor correlacion con la respuesta virolégica. Sin embargo, el
planteamiento de estos estudios difiere en muchos aspectos (caracteristicas basales
de los pacientes, tamafo de la muestra, tipo de respuesta, duracion, adherencia...),
que pueden influir en los resultados obtenidos (Brun-Vézinet et al., 2004; De Luca et

al.,, 2003b). Ademas, existe una especial dificultad cuando se trata de nuevos
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farmacos, cuyos mecanismos de resistencia aun no han sido estudiados, y no se

dispone de algoritmos de interpretacion validados o puntos de corte clinicos.

En esta tesis hemos tratado de comparar distintos modelos de interpretacion
de la resistencia a antirretrovirales segun su capacidad de prediccidon de la respuesta
virolégica. Para ello hemos recogido informacion de una cohorte de pacientes VIH+
en situacion de fracaso terapéutico, a los que se administré un nuevo régimen de
rescate y, tras reinterpretar su genotipo de resistencia mediante estos modelos,
hemos analizado la asociacién entre los scores de sensibilidad obtenidos y la
respuesta observada, tanto de forma directa como ajustando por otras variables que

podian influir en la respuesta.

Los pacientes con los que se llevd a cabo este estudio procedian de 14
centros hospitalarios de toda Andalucia. Nuestro objetivo fue crear una completa
base de datos con informacién clinica y genotipica de un gran numero de pacientes
VIH+, sobre la que poder validar sistemas de interpretacion ya existentes, asi como
desarrollar modelos matematicos de prediccion de la respuesta al tratamiento. Es
dificil calcular el tamaino de muestra requerido para proporcionar una adecuada
confianza estadistica de las relaciones genotipo-respuesta. Como regla general, una
muestra de 200-300 pacientes proporciona suficiente confianza para establecer una
regla preliminar que recoja al menos los patrones mas comunes de resistencia; sin
embargo, para evaluar la presencia de mutaciones o combinaciones de mutaciones
poco representativas que se espera que afecten a la respuesta son necesarias
bases de datos que cuenten con un mayor numero de casos (Brun-Vézinet et al.,
2004; De Luca et al., 2004; Luna, 2004).

Nosotros hemos recogido inicialmente informacién de 234 pacientes, en los
que hemos estudiado la asociacion entre la prediccion realizada por los distintos
modelos (score) y la respuesta viroldgica. Posteriormente hemos creado subgrupos
para analizar esta asociacion en regimenes que incluian farmacos concretos: 213
pacientes tratados con ddl, TDF y/o LPVI/IRTV, 133 pacientes con ddl, 153
pacientes con TDF y 127 pacientes con LPV/RTV. El tamafo de las muestras fue
similar al empleado por otros autores en trabajos del mismo tipo (De Luca et al,
2003a; Torti et al., 2003).
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En cuanto al disefio de este trabajo, se trata de un estudio de cambio de
régimen, llevado a cabo en las condiciones habituales de practica clinica: el
tratamiento de rescate fue decidido por la unidad clinica correspondiente en funcién
del informe de resistencias de cada paciente, generado por su laboratorio de
referencia. Por tanto, la respuesta virolégica de los pacientes refleja el efecto del
régimen completo. Generalmente los regimenes estaban integrados por 3 farmacos
(85,9%), pertenecientes a dos familias (81,2%). El 89% de los pacientes recibié uno
o mas farmacos nuevos. Mas de la mitad de los tratamientos administrados (58,7%)
incluyé familias de farmacos con las que el paciente no habia sido tratado

anteriormente.

La definicion de respuesta terapéutica en la infeccion VIH es variable.
Historicamente, se definia en base a la clinica del paciente, es decir, a la presencia
de enfermedades indicadoras de SIDA. Sin embargo, esta medida de la respuesta
paso a ser poco practica tras la aparicion del TARGA, debido a la lenta progresion
de la enfermedad, sobre todo en estudios de corta duracion. Por tanto, hoy en dia
practicamente todos los ensayos clinicos de antirretrovirales utilizan como medida
de la respuesta terapéutica primaria los niveles plasmaticos de ARN del VIH
(respuesta virologica) y secundariamente el recuento de linfocitos CD4 (respuesta
inmunoldgica) (O'Brien et al., 1996; Flandre et al., 2004).

La respuesta virolégica o variacion de los niveles plasmaticos de ARN virico
puede medirse de distintas formas: a) variacion de la CV o diferencia entre el nivel
de ARN antes y después del tratamiento (Cabrera et al, 2004; Vandamme et al,
2004); b) CV indetectable o disminucion del nivel plasmatico de ARN virico por
debajo del limite de sensibilidad de la técnica en el periodo de tratamiento (Kempf et
al, 2002), lo que supone, con las técnicas actualmente disponibles, menos de 50
copias/ml. Segun Brun-Vézinet et al. (2004), la eleccién de uno u otro tipo de
respuesta dependera de las caracteristicas de la poblacion: si se parte de pacientes
pretratados con muchos farmacos, pacientes pediatricos o estudios a corto plazo
este objetivo es dificil de lograr, por lo que la respuesta suele medirse mediante la
variacion de la CV, que al tratarse de una variable de tipo continuo aporta una
informacion mas completa sobre cémo esta respondiendo el paciente al tratamiento;

ademas estos autores resaltan que la eleccién de uno u otro tipo de respuesta para
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valorar la capacidad de prediccion de los algoritmos puede dar lugar a
discordancias. Sin embargo, mas recientemente diversos paneles de expertos
(DHHS Panel on Antiretroviral Guidelines for Adult and Adolescents, 2007; Hammer
et al., 2006; Panel de Expertos de GESIDA y Plan Nacional sobre el SIDA, 2007)
han coincidido al considerar que el objetivo del TARGA hoy en dia ha de ser
alcanzar una supresion de la replicacién viral lo mas rapida y duradera posible. Aun
asi, con el fin de obtener una informacion mas completa, en este trabajo hemos

estudiado ambas respuestas.

La duracién del estudio o endpoint puede influir en la asociacion
encontrada entre los distintos algoritmos y la respuesta: asi, aunque en los estudios
a corto plazo (2-8 semanas) la respuesta se correlaciona de forma mas directa con
la actividad de los farmacos, los estudios a largo plazo (24-48 semanas) poseen
mayor relevancia clinica, pero también el inconveniente de verse influidos en mayor
grado por otros factores ajenos al propio tratamiento, especialmente la pérdida de

adherencia y la interrupcion o el cambio del tratamiento (De Luca y Perno, 2003).

A nivel basal los pacientes estudiados presentaron una CV basal media,
expresada en logio del numero de copias/ml, de 4,09 £ 0,78. Ninguno de ellos era
naive, habiendo recibido tratamiento previo con dos familias de antirretrovirales
como media. EI 80% de los pacientes habia presentado dos o mas fracasos
terapéuticos; casi un 90% tenia al menos 3 mutaciones en la RT y de éstos, la mitad
presentaba ademas al menos 5 mutaciones en la PR. Aunque no se esperaba que
los pacientes con niveles mas elevados de CV basal lograran una CV indetectable a
los 3 meses de tratamiento (el primer punto de corte seleccionado), si era factible
que esto ocurriera en el segundo punto de corte, es decir, a los 6 meses de

tratamiento.

Nosotros hemos realizado este estudio tanto a corto como a largo plazo,
midiendo la respuesta (CV indetectable y diferencia de CV) a los 3 y 6 meses del
inicio de la nueva pauta de tratamiento. Aunque en los pacientes con CV basal mas
elevada era dificil lograr la supresion de la CV en sélo 3 meses de tratamiento,
incluso con un score 6ptimo, sin embargo, si cabia esperar un descenso de su CV,
como marcador pronostico de dicha respuesta. En nuestro caso en un 38% de los

pacientes se consiguié la supresion de la CV a los 3 meses de tratamiento,
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aumentando hasta un 58% el porcentaje de los pacientes en los que la CV
disminuyo6 al menos 1 log en este periodo. Al analizar la evolucion a los 6 meses de
iniciar el tratamiento, observamos que la proporcion de pacientes con CV
indetectable aumenté hasta un 45%, mientras que no varié el porcentaje de

pacientes con una disminucion de la CV = 1log con respecto al periodo de 3 meses.

Uno de los problemas que nos encontramos al medir la respuesta como
diferencia de CV es que la medida de ésta en cada punto de corte esta sesgada por
los limites de sensibilidad de las distintas técnicas utilizadas. Asi, por debajo del
limite inferior de deteccion de la técnica empleada no podemos conocer el valor
exacto de la CV, lo que lleva a una observacion incompleta de la reduccién de CV o

reduccion censurada (Flandre et al., 2002).

Para el analisis de los datos censurados se han propuesto distintos métodos.
El crude method consiste en otorgar el valor del limite de deteccidén a todos los
valores de CV inferiores a éste (Flandre et al., 2005) y es el método que se ha
aplicado en este trabajo, en el que se asigné a la CV indetectable el valor del limite
de deteccion de la técnica empleada en cada centro participante: en unos casos fue
400 copias/ml, en otros 200 copias/ml y en las mas sensibles llegdé a 50 copias/ml. El
inconveniente de este método es que puede infravalorar la reduccién de ARN, al
considerar que el paciente llega a ese limite, cuando en realidad el paciente ha
podido presentar una reduccién mayor. Es decir, proporciona una estimacion de la
reduccion de la CV sesgada y puede enmascarar diferencias estadisticas

significativas (Marschner et al., 1999).

A pesar de que las técnicas mas modernas para cuantificar la CV son mas
sensibles, sigue siendo alto el porcentaje de datos censurados, debido a que
también hay terapias antirretrovirales mas potentes que llevan a conseguir cargas
virales mas bajas en un elevado numero de pacientes. Por consiguiente, el crude
method no es siempre el método mas apropiado ni la diferencia de logaritmo de la

CV el mejor endpoint para medir el éxito del tratamiento.

La medida de la respuesta como CV indetectable no se ve afectada por el
problema de los datos censurados; sin embargo, proporciona menos informacion

acerca del grado de respuesta, especialmente en los pacientes con elevados niveles
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basales de CV. Otro inconveniente de la respuesta CV indetectable es el amplio
rango de limites de indetectabilidad, que como ya se ha dicho, en nuestro caso

oscila entre 50 y 400 copias/ml.

Los modelos de interpretacion de la resistencia que hemos valorado en
funcién de su capacidad para predecir la respuesta viroldgica son cuatro algoritmos
genotipicos, desarrollados previamente por distintos grupos de investigacion, y dos
interpretaciones del fenotipo virtual.

Los algoritmos genotipicos realizaron una interpretacion de las mutaciones
de resistencia detectadas mediante el sistema Trugene HIV-1 Genotyping Kit (Visible
Genetics Inc.) en las dos regiones amplificadas del gen pol del VIH: los codones 6-

95 en la proteasa y los codones 38-249 en la transcriptasa inversa.

El algoritmo Andalucia fue consensuado por todos los centros integrantes
de la Red Andaluza para el Estudio de Resistencias a Antirretrovirales (RAERA) y es
para su aplicacion en el ambito de nuestra Comunidad Auténoma. Como ya se ha
explicado en el apartado Pacientes y Meétodos, sus reglas de interpretacion
procedian de diversas fuentes: por ejemplo, las reglas de IPs, de la Agence
Nationale de Recherches sur le SIDA (ANRS); las reglas de ITINANs, de la
Universidad de Stanford; y las reglas de ITIANs, de diversos trabajos cientificos,
como los de Underwood et al. (2005), Whitcomb et al. (2003) o el algoritmo del

Detroit Medical Center (http://www.ablsa.com/).

Por otra parte, en los ultimos afos nuestro grupo ha desarrollado reglas de
interpretacion para didanosina (ddl), tenofovir (TDF) y lopinavir/ritonavir (LPV/r).
Estas reglas se derivaron a partir de la misma base de datos de pacientes utilizada
para esta tesis, con una metodologia basada en el trabajo de Brun-Vézinet et al.
(2004), considerando como medida de la respuesta la diferencia de logaritmo de la
CV a los 3 meses de tratamiento. Segun estas reglas consideramos que existe
resistencia a ddl cuando el score M41L + D67N + V118] + L210W + T215Y - K70R -
M184V = 2 (Alvarez et al., 2004; Alvarez et al., 2005), puesto que las mutaciones
K70R y M184V tienen un efecto beneficioso, al aumentar la sensibilidad a ddl. Por
otro lado, para TDF se considero resistencia cuando M41L+ E44D + D67N + V118l +
L210W +T215Y - M184V/I 2 4 y actividad disminuida si esta ecuacion era igual a 3
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(Alvarez et al., 2005). En el caso de LPVIRTV el score resulté de la suma de
L1OF/I/IR/V + M46L+ 154V + V82A/F/SIT + 184V = 3 (Martinez, 2004). Hemos
denominado algoritmo Andalucia-DTL al modelo generado al sustituir las reglas
que utilizaba el algoritmo Andalucia por las reglas de interpretacién de ddl, TDF y
LPV/RTV de nuestro grupo. Por lo tanto ambos algoritmos s6lo se diferencian en las

reglas de interpretacidon de estos tres farmacos.

Dentro de la ANRS francesa, el grupo AC11 trabaja sobre la resistencia en
VIH-1 y elabora algoritmos de interpretacién para guiar la eleccion del tratamiento
antirretroviral. Estos algoritmos se basan principalmente en estudios de correlacion
entre mutaciones de resistencia a farmacos y respuesta virolégica en pacientes con
tratamiento antirretroviral. Las reglas de interpretacion se presentan en tablas con
listas de mutaciones o combinaciones de mutaciones que confieren resistencia o
posible resistencia genotipica frente a los diferentes antirretrovirales. Estas tablas
son actualizadas anualmente y estan disponibles a través de Internet

(www.hivfrenchresistance.org).

El algoritmo ANRS-DTL se construyé a partir del algoritmo Andalucia,
sustituyendo sus reglas de interpretacion de ddl, TDF y LPV por las reglas de la
ANRS. Asi, para ddl, se consider6 resistencia cuando M41L + T69D + L74I/V +
T215Y/F+ K219Q/E - K70R - M184V =2 (Marcelin et al., 2004; Capdepont et al.,
2004); para TDF, cuando M41L + E44 + D67N + T69DNS + L74V + L210W +
T215Y/F = 6 y actividad disminuida cuando esta suma era 3-5 (Masquelier et al.,
2004); para LPVIRTV, si L10F/I/R/V + K20M/R + L24] + L33F + M46I/L + 150V +
F53L + I54M/L/T/V + L63P + A711I/L/VIT + G73S + V82A/F/SIT + 184V + LO9OM = 8 y
actividad disminuida cuando esta suma era 6-7 (Calvez et al., 2001; Chantret et al.,
2002, Masquelier et al., 2002).

GuideLines® Rules es el nombre de un complejo algoritmo desarrollado y
actualizado regularmente por Visible Genetics Inc. (Siemens), que se encuentra
incorporado al software del sistema TRUGENE™ HIV-1 Genotyping Kit, empleado
en nuestro laboratorio para realizar la secuenciacion del genoma del VIH. Nosotros
utilizamos la versiéon 6.0, instalada en el software en el momento en el que se
realiz6 el genotipado de los pacientes. Una vez realizada la secuenciacion, el

software compara la secuencia obtenida con la de una cepa consenso y realiza una
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interpretacion de las mutaciones de resistencia a través de las GuideLines®. El
informe emitido clasifica al farmaco en tres posibles categorias: “Resistencia”,

“Resistencia parcial” y “No evidencia de resistencia”.

Las pruebas de resistencia fenotipicas se basan en la medida directa de la
sensibilidad del VIH a los antirretrovirales; sin embargo, su realizacion es muy
compleja y laboriosa, por lo que s6lo estan disponibles en laboratorios comerciales a
los que se deben derivar las muestras para su procesamiento. El fenotipo virtual
(Larder et al., 2000a) es un sistema fenotipico de interpretacion de la resistencia
disponible desde el afio 2001 a través de la empresa Virco (Johnson and Johnson
Corp.). Este sistema predice de forma cuantitativa la sensibilidad viral, comparando
la secuencia de la cepa del paciente con las secuencias de una gran base de datos
que cuenta con informacion de unos 100.000 genotipos y fenotipos y posee unos
32.000 emparejamientos genotipo-fenotipo. Inicialmente contaba sélo con puntos de
corte técnicos, pero posteriormente se fueron estableciendo puntos de corte
bioldgicos y, en estos ultimos afios, puntos de corte clinicos para la mayoria de los
antirretrovirales, con la ventaja de tener una mayor correlacion con la respuesta
clinica y mejorando asi la capacidad de prediccion de este sistema

(www.vircolab.com).

Con el fin de comparar la capacidad de prediccion de los distintos sistemas de
interpretacién nosotros realizamos una transformacién del resultado obtenido para
cada farmaco del tratamiento en un valor numérico entre 0 y 1, tal como han hecho
otros autores (De Luca et al., 2004a; Torti et al., 2003). Cuando se esperaba
‘resistencia” a un farmaco del régimen segun un algoritmo genotipico se puntud
como 0, cuando se esperaba “actividad disminuida” (o “resistencia parcial”’, segun
las GuideLines) se puntué como 0,5 y cuando se esperaba que existiera
“sensibilidad” o “no evidencia de resistencia” se puntué como 1. Para calcular el
score de sensibilidad fenotipica (FVSS) se realizaron dos interpretaciones del
informe del fenotipo virtual: una interpretacién dual (sensible=0; resistente=1) y una
interpretacion continua, es decir, a cada farmaco se le asigna cualquier valor entre 0
y 1, segun la proporcién de casos en los que el genotipo estudiado se asocia con
susceptibilidad fenotipica a dicho farmaco. Aunque podria considerarse que la

comparaciéon de una variable continua (FV continuo) con variables de 2 (FV dual) o 3
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categorias (algoritmos genotipicos) podria suponer un sesgo, con la interpretacion
continua del FV pretendiamos comprobar si es posible “afinar” mas en la prediccion
fenotipica de la respuesta que con el uso de un resultado dicotdmico
(sensible/resistente) y cual de las interpretaciones predecia mejor la respuesta

viroldgica.

La suma aritmética del valor obtenido por cada farmaco del régimen es el
score total, al que hemos denominado GSS para los algoritmos genotipicos o FVSS
para las interpretaciones del fenotipo virtual. Cuando consideramos todos los
pacientes, los scores que nosotros obtuvimos oscilaron entre 1,78 segun el algoritmo
de Visible Genetics (el mas conservador) y 2,40 segun la interpretaciéon dual del
Fenotipo Virtual (el menos conservador), no existiendo variaciones destacables
cuando seleccionamos posteriormente los distintos subgrupos de pacientes. Aunque
el score total expresa el numero de farmacos que se espera sean activos segun una
determinada interpretacion, no es capaz por si solo de predecir el éxito del
tratamiento, puesto que no tiene en cuenta el historial terapéutico del paciente, es
decir, los farmacos con los que ha sido tratado antes del estudio de resistencias.
Para este trabajo, nosotros no disponiamos de esa informacion, por lo que no se
pudo incluir en el analisis multivariante. Las técnicas de secuenciacion disponibles
en la actualidad sélo son capaces de detectar mutaciones presentes en al menos el
10-20% de los virus circulantes, lo que supone una limitacion importante para las
pruebas de resistencia genotipicas y para el fenotipo virtual, basado también en la
secuenciacion del ARN virico. La falta de presion farmacolégica en el momento de
realizar la pruebas de resistencia puede llevar a infravalorar la presencia de
variantes minoritarias con mutaciones asociadas a resistencia, que se mantienen
en los reservorios y pueden volver a seleccionarse ante la presencia de
determinados farmacos, influyendo en la respuesta virolégica (Van Laethem et al.,
2002). En este sentido, nuestro grupo esta investigando la prevalencia de variantes
minoritarias portadoras de mutaciones como K103N o M184V mediante PCR alelo-
especifica a tiempo real, cuya sensibilidad permite detectar estas mutaciones en el

1% de los virus circulantes (Alvarez et al., 2007).

A continuacion se analizé la asociacion entre cada uno de los scores del

tratamiento de rescate y la respuesta viroldgica observada. La metodologia
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estadistica seguida para estudiar la capacidad de prediccion de los algoritmos
también es diferente segun midamos uno u otro tipo de respuesta, como ya se ha
explicado en el apartado Pacientes y Métodos: asi, la asociacién entre los distintos
scores y la diferencia de CV se analizé mediante regresién lineal (De Luca et al.,
2003a), mientras que la regresion logistica se aplicé cuando la respuesta se media
como CV indetectable (Cabrera et al., 2004; Torti et al., 2003). En ambos casos
realizamos en primer lugar un analisis univariante, para valorar la asociacion entre
cada algoritmo y respuesta. Cuando esta asociacion mostraba una significacién p <
0,20 se realizaba a continuacion un analisis multivariante, con el fin de determinar
la capacidad de prediccion de los algoritmos una vez descontado el efecto de otras
variables que también podian influir en la respuesta. Algunos autores, como Gianotti
et al. (2004) o De Luca et al. (2003a) realizaron el analisis multivariante de una
forma mas “permisiva”. no llevaron a cabo una preseleccidon sino que incluyeron
todos los algoritmos y covariables, con independencia de su significacion estadistica
en el analisis univariante. Por el contrario, otros autores son muy “estrictos”,
estableciendo una p < 0,5 o p < 0,10 en el andlisis univariante como requisito de
inclusion en el multivariante (Loufty et al., 2004). Nosotros, al igual que Torti et al.
(2003) o Pellegrin et al. (2007) hemos seguido un camino intermedio, es decir, con
preseleccion de algoritmos y variables pero siendo menos estrictos (p < 0,20), ya
que de esta manera evitamos perder algoritmos o variables potencialmente

relevantes en la prediccion de la respuesta.

En el analisis univariante, a los 3 meses el unico algoritmo que se asocio
significativamente con la respuesta CVind3m fue Andalucia-DTL (p=0,004), lo que
puede deberse a que sus reglas fueron derivadas de esta misma poblacién; sin
embargo, al medir la respuesta como AlogCV3m encontramos mas algoritmos
capaces de predecir la respuesta: Andalucia (p=0,016), ANRS-DTL (p=0,032) y
Andalucia-DTL (p=0,001). Esto puede deberse a que se trata de un periodo muy
corto de tiempo para que los pacientes con mayores niveles de CV consigan que
ésta disminuya por debajo del limite de deteccidn de la técnica, aun cuando el
tratamiento de rescate sea efectivo; por ello, la capacidad de prediccidon mejord
cuando medimos la respuesta de forma continua, es decir, como AlogCV3m. A los 6
meses encontramos que los algoritmos mejoraron su capacidad de prediccion,

asociandose todos ellos de forma significativa con la respuesta CVindém (p < 0,05),
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lo que puede explicarse por el mayor tiempo transcurrido desde el inicio del
tratamiento de rescate, suficiente para que un régimen activo logre la
indetectabilidad de la CV aunque a nivel basal ésta fuera elevada. Por otro lado,
aunque todos los algoritmos genotipicos fueron capaces de predecir la respuesta
AlogCV6m, ninguna de las interpretaciones fenotipicas se asocié significativamente

con esta respuesta.

Hemos visto previamente que los algoritmos Andalucia, Andalucia-DTL y
ANRS-DTL solo se diferencian en la interpretacion de la resistencia a ddl, TDF y
LPVIRTV. Puesto que 213 de los 234 pacientes (91%) fueron tratados con uno o
mas de estos farmacos (ddl 55%, TDF 65,9% y LPV/RTV 54,2%), al comparar entre
si estos tres algoritmos estabamos comparando en realidad sus reglas para
interpretar la resistencia a ddl, TDF y LPV/RTV. De igual modo, y debido a que estos
farmacos fueron los mas utilizados, la capacidad de prediccion de las GuideLines 'y
el fenotipo virtual también depende en gran medida de coémo interpretan la

resistencia a estos tres farmacos en particular.

Ademas del genotipo, nosotros analizamos diversas variables que, en mayor
o menor medida, podian estar relacionadas con la respuesta al tratamiento y que,
por tanto, afectarian a la capacidad de prediccidon de los sistemas de interpretacion:
el recuento de linfocitos CD4, la carga viral basal, la adherencia, la historia
terapéutica previa o las caracteristicas del nuevo tratamiento (Brun-Vezinet et al.,
2003). Algunas de ellas no pudieron ser recogidas en la totalidad de los pacientes,

como la adherencia o el recuento de linfocitos CD4.

El recuento basal de linfocitos CD4 y la carga viral basal tienen valores
predictivos independientes de la progresion de la enfermedad; el primero indica,
ademas, el riesgo que pueden tener los pacientes de desarrollar episodios
oportunistas y el momento de iniciar las profilaxis de éstas. Existe una buena
correlaciéon entre la respuesta viroldgica, la respuesta inmunolégica y la respuesta
clinica, definida como restauracion de la inmunidad celular, retraso de la progresion
de la enfermedad y aumento de la supervivencia (Van Left et al., 2005). En este
trabajo dispusimos del recuento basal de linfocitos CD4 en 168 pacientes, con una
media de 351 CD4/ml, valor que aumenté hasta 373 CD4/ml a los 3 meses de

tratamiento y 395 CD4/ml a los 6 meses. En el analisis univariante no encontramos
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una asociacion significativa (p < 0,05) entre los niveles basales de CD4 y cualquiera
de las respuestas, tanto a los 3 como a los 6 meses; por el contrario la CV basal si
se asocio significativamente con la respuesta a los 3 y 6 meses, tanto si ésta se
media como CV indetectable o como diferencia de logaritmos. Al igual que Torti et
al. (2003), nosotros tampoco encontramos una asociacion estadisticamente
significativa entre el recuento basal de linfocitos CD4 y la supresion de la CV por
debajo de 400 copias/ml pero si entre la CV basal y dicha respuesta.

La adherencia ha sido descrita en diversos trabajos como un factor
primordial en la respuesta al tratamiento. En un estudio de Moore et al. (2005) con
1527 pacientes naive, se detectd un mayor porcentaje de mortalidad en los
pacientes con falta de adherencia al tratamiento, puesto que tenian mas probabilidad
de desarrollar una respuesta inmunolégica y viroldgica incompleta. Por esta razén, a
nivel hospitalario se estan implantando diversas estrategias para mejorar la
adherencia y el cumplimiento del TARGA en los pacientes infectados por el VIH
(Codina et al., 2004; Gordon, 2006; Harman et al., 2005). Debido a su influencia
sobre la respuesta, la adherencia puede afectar a la capacidad de prediccion de los
algoritmos: asi, en un estudio realizado sobre 91 pacientes con adherencia
conocida, en los 53 pacientes con adherencia al tratamiento 9 de 11 sistemas
genotipicos para la interpretacion de resistencias se asociaron significativamente
con la variacion de CV a los 6 meses, mientras que en el subgrupo de 38 pacientes
sin adherencia al tratamiento sélo un sistema fue capaz de predecir la respuesta (De
Luca et al., 2003a).

Para valorar el grado de adherencia nosotros consideramos dos categorias:
mas del 80% y menos del 80% de adherencia. Dispusimos de informacién sobre
esta variable en 176 pacientes (75% del total), de los cuales un 78,4% presentd una
adherencia superior al 80%. Sin embargo, en el analisis univariante no encontramos
una asociacion estadisticamente significativa entre la adherencia y ninguna de las
respuestas. Esto puede deberse al método que se empled para evaluar este
parametro. Las evaluaciones de la adherencia de los pacientes no son siempre
comparables, ya que se emplean diferentes métodos, con distinta sensibilidad y
especificidad: medida de concentraciones plasmaticas de farmacos, recuento de

medicacion sobrante, entrevistas, cuestionarios, etc. (Knobel, 2002). En nuestro
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caso, al tratarse de un estudio retrospectivo en el que participaron muchos centros,

no podemos asegurar que el método aplicado en cada centro fuera el idoneo.

Un estudio de Vergne et al. (2006) mostré diferente grado de discordancia
entre algoritmos segun se trataba de pacientes naive o pacientes pretratados: en los
pacientes naive las principales discordancias se observaron en los farmacos IPs,
debido sobre todo a la presencia de polimorfismos en cepas de subtipos no-B,
mientras que en los pacientes pretratados la mayoria de las discordancias se
debieron a la prediccion de los ITIANs, confirmando lo que ya habian descrito
Ravela et al. (2003). Nosotros seleccionamos para este trabajo soélo pacientes con al
menos un fracaso terapéutico previo y encontramos que casi la mitad (46%) de
los pacientes habia sufrido al menos 3 fracasos. El numero de fracasos se asocio
significativamente con el incremento de la prevalencia de ciertas mutaciones de
resistencia a ITIANs (M41L, V118l y L210W) e IPs (M46I/L, I54L/M/T/V, V82A/F/T/S,
184V y L90OM), asi como un descenso significativo de K70R y M184VI conforme
aumentaba el numero de fracasos terapéuticos previos sufridos por los pacientes.
Las mutaciones M41L y L210W de la RT pertenecen a la ruta 1 de las TAMs,
mientras que la mutacion V118l parece aumentar el grado de resistencia a AZT y
DA4T conferida por las TAMs, asi como la resistencia cruzada frente a otros ITIANs vy,
segun un estudio publicado recientemente (Zaccarelli et al., 2007), su aparicidn tras
un fallo terapéutico podria ser un marcador de mal prondstico. Por su parte, las
mutaciones primarias M46l/L, I54L/M/T/VIS, V82A/F/T/S, 184V y LO9OM son comunes
a la mayoria de los IPs y su sucesiva acumulacién, junto con otras mutaciones,
puede conducir a la aparicion de resistencia cruzada frente a varios farmacos de

esta familia.

En el analisis univariante, encontramos una asociacion estadisticamente
significativa entre el hecho de haber sufrido mas de dos fracasos terapéuticos
previos y la respuesta virologica, tanto a los 3 como a los 6 meses, de tal forma que
un aumento en el numero de fracasos previos se asocid con menores descensos de
la CV (p < 0,05) o menor probabilidad de alcanzar una CV por debajo del limite de

deteccion de la técnica (p < 0,0001).

El ndmero de farmacos activos fue calculado a partir del HIVdb Program,

de la Universidad de Stanford, debido a que era un algoritmo “externo” (distinto a
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los que ibamos a comparar), actualizado regularmente, el de mayor relevancia a
nivel internacional y el mas empleado como referencia en los trabajos de los
investigadores de este campo. La secuencia genética o bien las mutaciones
detectadas se introducen en la pagina web (http://hivdb.stanford.edu) y son
comparadas con una secuencia consenso del subtipo B (Shafer et al., 2000). El
algoritmo HIVdb asigna una puntuacion de penalizacion a cada mutacion de
resistencia, establecida a partir de publicaciones cientificas relevantes, en las que se
relaciona genotipo con fenotipo, genotipo con respuesta clinica, genotipo con
respuesta viroldégica a un nuevo régimen y genotipo con historia terapéutica previa.
Por el contrario, las mutaciones que producen hipersensibilidad a determinados
farmacos o se asocian con reversion de la resistencia puntuan de forma negativa. El
score total de cada farmaco es la suma de puntos (positivos o negativos)
correspondientes a todas las mutaciones. Segun el score, el programa asigna a
cada farmaco una de las siguientes categorias: “susceptible”, “posible bajo nivel de
resistencia”, “bajo nivel de resistencia”’, “resistencia intermedia” y “alto nivel de

resistencia” (Liu et al., 2006).

Para cada uno de los pacientes nosotros sélo tuvimos en cuenta cuantos
farmacos, entre los disponibles en el momento del estudio, eran totalmente activos
segun el algoritmo de la Universidad de Stanford, es decir, qué numero de farmacos
entraban dentro de la categoria “susceptible”. Con ello pretendiamos tener un
indicador acerca del estado basal de la poblacién, en cuanto a su susceptibilidad a
los antirretrovirales disponibles, ya que este factor puede influir en la capacidad de
prediccion de los algoritmos (Vergne et al., 2006; Brun-Vézinet et al., 2004). En
nuestro caso obtuvimos una mediana de 2 farmacos activos segun el algoritmo de
Stanford. Aunque casi la mitad de los pacientes (48,3%) seria susceptible a 3 o0 mas
farmacos, también se observé que un 30,3% mostraria algun grado de resistencia a
todos ellos. En el analisis univariante el numero de farmacos activos se asocio
significativamente con el descenso de la CV y el logro de una CV indetectable (tanto

a los 3 como a los 6 meses).

Otra variable que estudiamos fue el numero de familias previas, es decir,
con cuantas familias de antirretrovirales habia sido tratado el paciente antes de

comenzar este estudio. Esta variable podia influir en la respuesta al tratamiento, ya
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que es probable que las cepas de pacientes pretratados con mas familias de
antirretrovirales acumulen mutaciones en mayor cantidad y frente a mas farmacos, lo
que podria dificultar la eleccion de un TARGA efectivo. Sin embargo, nosotros no
encontramos una asociacion significativa entre esta variable y la respuesta. Entre las
distintas variables relativas a mutaciones en la RT o en la PR observamos una
asociacion significativa de las variables “N° de TAMs” y “N° de mutaciones M41L,
L210W y T215Y” con la respuesta, asi como de todas las variables relativas a

mutaciones en la PR.

Como ya se ha comentado, el objetivo del tratamiento de rescate es
conseguir de nuevo la indetectabilidad de la CV, para lo cual el Panel de Expertos de
GESIDA-Plan Nacional sobre SIDA (2008) recomienda utilizar al menos dos nuevos
farmacos antirretrovirales totalmente activos segun la prueba de resistencias, que
pertenezcan a clases farmacoldgicas diferentes, acompanados de otros que el
paciente puede haber recibido anteriormente, pero que conservan cierto grado de

actividad antiviral.

En este estudio el 99% de los pacientes recibié un tratamiento constituido
por 3 o mas farmacos, pertenecientes al menos a 2 familias (90%); un 70% de estos
tratamientos incluia 2 farmacos que los pacientes no habian recibido previamente y
un 57%, al menos una familia nueva. Los ITIANs estuvieron presentes en todos los
tratamientos de rescate, generalmente 2 (75%), mientras que los ITINANs se

administraron en el 21% y los IPs en el 75% de éstos.

Nosotros estudiamos diversas variables relativas a este nuevo tratamiento,
con el fin de valorar su posible relacion con la respuesta virolégica. Encontramos
que las variables “N° de farmacos nuevos” y “N° de ITIANS” se asociaban con los
dos tipos de respuesta (CV indetectable y variacion de CV), tanto a los 3 como a los
6 meses del comienzo del nuevo régimen. Por el contrario, la variable categorica

“Presencia de ITINAN” no se asocio con ninguna de ellas.

Mediante distintos subanalisis multivariantes se selecciond la variable mas
estrechamente relacionada con cada una de las respuestas (menor valor de p), que
fue en todos los casos la variable “N° de farmacos nuevos”. El hecho de que en

este subanalisis pierdan fuerza las variables “N° de familias nuevas” frente a “N° de
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farmacos nuevos”, puede deberse a que en el momento del estudio habian sido
autorizados farmacos pertenecientes unicamente a tres familias de antirretrovirales
(ITIANs, ITINANs e IPs); solo el 2% de los pacientes recibi® ENF (entonces bajo
Programa de Acceso Expandido). Por tanto, era dificil administrar farmacos de
familias nuevas a pacientes con varias lineas de tratamiento previas. Sin embargo, si
repitiéramos este estudio con los farmacos disponibles hoy dia, probablemente la
variable “N° de familias nuevas” tendria mas peso que “N° de farmacos nuevos’,
debido a la existencia de mas familias de antirretrovirales (inhibidores de la entrada,

la fusion y la integrasa).

Puesto que, como hemos visto, existe un gran numero de variables
potencialmente relacionadas con la respuesta viroldgica, es importante valorar la
capacidad de predicciéon de los modelos una vez descontado el efecto de estas
variables. En el andlisis multivariante encontramos que ninguno de los algoritmos
fue capaz de predecir con independencia de otras variables la supresion de la CV
a los 3 meses, aunque a los 6 meses todos los algoritmos genotipicos fueron
capaces de predecir esta respuesta. Cuando medimos la respuesta como variacion
de CV, sodlo los algoritmos genotipicos se asociaron independientemente con la
respuesta a los 3 meses, pero al aumentar el endpoint a 6 meses todas las

interpretaciones, incluidas las fenotipicas fueron capaces de predecir la respuesta.

Con el objeto de estudiar la capacidad de prediccion de las reglas para ddl,
TDF y LPV/RTV realizamos cuatro subgrupos de pacientes, cuyo tratamiento
incluia ddl (n=133), TDF (n=153), LPV/RTV (n=127) o cualquiera de los tres
farmacos (n=213). Si las reglas para ddl eran validas, al aplicarlas al grupo de ddl-
TDF-LPV/RTV, debia mejorar o mantener su capacidad para predecir la respuesta,
ya que existia una mayor proporcién de pacientes en tratamiento con ddl que en la
poblacion inicialmente estudiada; por la misma razon, al aplicarlas al subgrupo
tratado con ddl, debian mejorar aun mas. El mismo razonamiento se aplicé para las
reglas de TDF y LPV/RTV.

Entre todos los modelos estudiados, el algoritmo Andalucia-DTL es el que
predijo mas tipos de respuesta en el anadlisis univariante realizado en todos los
grupos de pacientes, considerando tanto la respuesta CV indetectable como

variacion de CV. Unicamente no mostré un asociacién significativa dentro del
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subgrupo de LPVIRTV con la respuesta a los 3 meses, tanto si era expresada como
variaciéon de CV o como CV indetectable, respuestas que tampoco pudieron predecir
los demas modelos en este subgrupo; sin embargo, al aumentar el endpoint hasta 6
meses este algoritmo mostré una asociacion significativa con ambas respuestas,
siendo el unico capaz de predecir la variacién de CV a los 6 meses. En el analisis
multivariante el algoritmo Andalucia-DTL sigui6é siendo capaz de predecir la mayor
parte de las respuestas; incluso en el subgrupo tratado con ddl, en el que los demas
modelos no mostraron una asociacion significativa con la indetectabilidad a los 3
meses, Andalucia-DTL si lo hizo. La aparente superioridad del algoritmo Andalucia-
DTL probablemente esta favorecida por el hecho de que sus reglas de interpretacion
se derivaron a partir de los mismos pacientes (y genotipos) con los que hemos
realizado este trabajo. Por tanto, seria fundamental realizar la validacion clinica de
estas reglas en una base de datos diferente, tal como indican Brun-Vézinet et al.
(2004) o Costagliola et al. (2005).

El desarrollo de algoritmos para interpretar el genotipo de resistencia de
LPV/RTV es complicado. Desde la comercializacién de Kaletra®, distintos autores
han publicado algoritmos de interpretacion para LPV/RTV. Kempf et al. (2001)
describieron 11 mutaciones en el gen de la proteasa relacionadas con una
sensibilidad reducida a LPV/RTV y definieron un score para LPV. Posteriormente se
han ido proponiendo sucesivas modificaciones (Parkin et al., 2003; Johnson et al.,
2005; recientes actualizaciones de los algoritmos de la ANRS y la Universidad de
Stanford). En nuestro estudio, al seleccionar el grupo de pacientes tratados con
LPV/RTV (n= 127) no observamos una buena correlacién entre los modelos de
interpretaciéon y la respuesta. En el analisis univariante ninguno fue capaz de
predecir la respuesta a los 3 meses; a los 6 meses el algoritmo Andalucia-DTL se
asocidé con ambas respuestas, mientras que ANRS-DTL y Visible Genetics solo se
asociaron con CV indetectable. Sin embargo, al ajustar por otras variables (analisis

multivariante) ningun modelo mantuvo su capacidad de prediccion.

Cuando comparamos los resultados en el subgrupo de LPV/RTV con los que
habiamos obtenido en el conjunto total de pacientes o el subgrupo de ddI-TDF-LPV
vimos que en el subgrupo de LPV/RTV la mayoria de los modelos perdian su

capacidad predictiva, lo que podia deberse a que tanto los distintos algoritmos
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genotipicos para LPV/RTV como los puntos de corte del fenotipo virtual (1IC50=2,5
fold change- punto de corte bioldgico) debian ser perfeccionados. Con posterioridad
a nuestro estudio, la ANRS francesa ha ido actualizando regularmente sus
algoritmos, incluido el de LPV/RTV (http://www.hivfrenchresistance.org) pero los
cambios solo afectan a mutaciones de baja prevalencia en nuestro estudio (V32I,
147A y L76V), por lo que probablemente la capacidad de prediccion del algoritmo de
2007 no variaria significativamente con relacién al que nosotros hemos empleado.
Las GuideLines también han introducido mas versiones (la ultima es la v.12.0), cuya
efectividad debe ser evaluada. Por otro lado, la version del fenotipo virtual disponible
cuando realizamos este estudio aplicaba puntos de corte biolégicos, introducidos
por VIRCO en enero de 2001, mientras que el actual sistema VircoType (nueva
version del fenotipo virtual) ya incorpora puntos de corte clinicos (CCO) para gran
parte de los antirretrovirales aprobados, que interpretan la resistencia de una forma
continua (www.vircolab.com). Concretamente, para LPV/RTV actualmente se
consideran dos puntos de corte clinicos: CCO1 (20% de respuesta viroldégica con
respecto a la cepa wild type) = 9,7 FC y CCO2 (80% de respuesta) = 56,1 FC. Sin
embargo, la validez de estos puntos de corte debe ser comprobada con nuevos

estudios realizados en otras cohortes de pacientes.

Otro factor que resulta especialmente importante controlar en el caso de los
IPs (y de los ITINANs), debido a su influencia en el éxito del tratamiento, son los
niveles plasmaticos de estos farmacos. La variabilidad interindividual en las
concentraciones plasmaticas alcanzadas con los IPs vy las interacciones
medicamentosas de los farmacos antirretrovirales (entre si y con otros principios
activos), condicionan que en ocasiones no se obtengan los niveles plasmaticos
esperados. Esto es especialmente importante en las terapias de rescate donde se
utilizan varios farmacos antirretrovirales con interacciones farmacocinéticas no bien
conocidas, que podrian dar lugar a concentraciones plasmaticas insuficientes. Por
ello, la monitorizacion plasmatica de estos farmacos puede mejorar la eficacia del
tratamiento (Best et al., 2006) y en algunos paises ya forma parte de la practica
clinica habitual. Por el contrario, en el caso de los ITIANs no se ha podido establecer
una asociacion entre la concentracién plasmatica y la respuesta terapéutica, debido
a que son profarmacos que deben activarse en el interior de la célula,

transformandose en derivados trifosfatados activos; por tanto, su monitorizacién no
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esta indicada (Hammer et al., 2006). En nuestro trabajo no disponiamos de datos
sobre las concentraciones plasmaticas de antirretrovirales, por lo que no hemos
podido comprobar la influencia de este factor sobre la capacidad de prediccién de
los modelos estudiados, especialmente en la prediccion de la resistencia a LPV/RTV
y otros IPs. La adherencia, uno de los factores que influye sobre las
concentraciones plasmaticas, solo pudo ser analizada en un conjunto reducido de
pacientes, como ya se ha comentado; dentro del subgrupo de pacientes tratados con
LPV/RTV, la adherencia s6lo se asocio con la variacién de CV a los 6 meses en el
analisis univariante (p<0,05), aunque en el multivariante no mostré una asociacion

estadisticamente significativa con dicha respuesta.

En los ultimos afios también se ha investigado sobre el uso combinado de
estudios de resistencias y niveles plasmaticos de IPs, ya que tanto unos como otros
se asociaban por separado con la respuesta terapéutica. El cociente inhibitorio
(1Q) es un parametro que relaciona la concentracion del farmaco con la
susceptibilidad del virus pero precisa de técnicas laboriosas y caras, como el
fenotipo real o virtual. Sin embargo, el cociente inhibitorio genotipico (GIQ), o
cociente entre la Cn,in, ¥ el numero de mutaciones que confieren disminucién de la
susceptibilidad al farmaco, utiliza el genotipo como medida de resistencia del virus,
por lo que no requiere disponer del fenotipo real o virtual (Ribera et al., 2005).
Recientes publicaciones indican que el GIQ es mejor predictor de la respuesta que
las concentraciones plasmaticas de LPV/RTV o el numero de mutaciones por
separado (Gonzalez de Requena et al., 2004; Marcelin et al., 2005) y destacan la
importancia de lograr concentraciones plasmaticas elevadas de LPV/RTV, incluso en
pacientes con escasa exposicion previa a IPs (Torti et al., 2006). Sin embargo, en
Espanfa, las ultimas recomendaciones del Panel de Expertos de GESIDA-Plan
Nacional sobre SIDA (2007) consideran que la monitorizacion terapéutica y la
utilizacién de cocientes inhibitorios no han sido evaluadas en estudios prospectivos y
aleatorizados con suficiente poder estadistico como para poder ser recomendadas

en la practica clinica diaria.

Dentro del subgrupo de pacientes cuyo tratamiento incluia ddl (n=133),
ninguna de las interpretaciones del fenotipo virtual se asocié de forma significativa

con la respuesta en el andlisis univariante. Cuando comparamos estos resultados
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con los obtenidos en el conjunto inicial de pacientes y en el subgrupo de ddI-TDF-
LPV observamos un menor poder predictivo por parte del fenotipo virtual en el
subgrupo de ddl. Los puntos de corte biolégicos, aplicados en este estudio,
consideraban susceptibles las cepas con un fold-change (FC) < 4. Posteriormente el
cut-off de ddl se ha ido modificando, especialmente con la introduccion de puntos
de corte clinicos: el CCO1 se ha establecido en 0,9 FC y el CCO2 en 2,6. Por
tanto, es probable que en nuestro estudio la interpretacién realizada por el fenotipo
virtual haya sobreestimado la sensibilidad a ddl, al considerar un cut-off mas alto, y
de ahi su baja capacidad para predecir la respuesta en este subgrupo, hecho que

también ha sido descrito por otros autores (Green et al., 2006).

En cuanto a la interpretacion de la resistencia genotipica a ddl en este
mismo subgrupo, los algoritmos Andalucia y Andalucia-DTL fueron capaces de
predecir tanto la indetectabilidad como la variacion de CV a 3 y 6 meses en el
analisis univariante, aunque en el analisis multivariante solo el algoritmo Andalucia-
DTL mostré una asociacion estadisticamente significativa con la indetectabilidad a

los 3 meses.

El score de la ANRS para ddl se asoci6 con la supresiéon de la CV a los 6
meses y con la variacion de CV a los 3 meses, tanto en el analisis univariante como
en el multivariante; también se asocio significativamente con la variacion de CV a los
6 meses, aunque esta asociacion perdia fuerza al ajustar por el resto de las
variables. La posterior version de los algoritmos de la ANRS, de Septiembre de 2005
y vigente en la actualidad (http://www.hivfrenchresistance.org), solamente supone
para ddl que la presencia de la mutacion L74V por si sola se interpreta como
resistencia a este farmaco, a diferencia de la version que nosotros aplicamos (2004),
donde se interpretaba como actividad disminuida. En nuestro estudio esta mutacion
mostraba una prevalencia del 8%, por lo que no es de esperar que con el actual
algoritmo de la ANRS los resultados varien significativamente. Sin embargo, autores
como Marcelin et al. (2006b) abren nuevas vias de investigacion para la
interpretacion de la resistencia a ddl, al poner de manifiesto que la inclusién en los
scores de ciertos polimorfismos, como R211A/D/G/K/S o L228H/M/R, mejora su

capacidad para predecir la respuesta.
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En cuanto a la interpretacion de la resistencia a tenofovir, todos los
algoritmos genotipicos que nosotros hemos empleado coinciden en incluir la
mutacion K65R (Miller et al., 2000) y la insercién T69SS (White et al., 2004). Las
discrepancias entre los distintos algoritmos radicaron en la interpretaciéon de las
combinaciones de mutaciones (TAMs, NAMs, L74V o T69D/N/S) y la
consideracién o no del “efecto beneficioso” de M184V por retrasar la aparicion de
TAMs y mejorar la respuesta a tenofovir (Waters et al., 2006).

Desde la realizacion de este estudio la interpretacién genotipica de la
resistencia a TDF no ha sufrido grandes modificaciones. La versién de la ANRS de
2004, aplicada por nosotros, se modificod ligeramente en 2006 incluyendo una nueva
mutacion, K70E, asociada con actividad disminuida de TDF (Ross et al., 2005; Sluis-
Cremer et al., 2006), y esta interpretacion sigue actualmente vigente. Otros paneles
de expertos, como el de la IAS-USA o la Universidad de Stanford también han
incluido esta mutacion en sus algoritmos. La prevalencia de K70E ha ido aumentado
con la introduccidon de TDF a finales de 2001, desde un 0,15% en el periodo 1998-
2001 a un 0,25% entre 2002-2004 (Kagan et al., 2005). En nuestro trabajo K70E
presentd una baja prevalencia, inferior al 1% (datos no mostrados), por lo que
consideramos que su inclusién no afectaria significativamente a la capacidad de
prediccion del algoritmo ANRS-DTL.

Seleccionando el subgrupo de pacientes cuyo tratamiento incluia TDF,
los algoritmos Andalucia y Visible Genetics se asociaron significativamente con la
supresion de la CV a los 3 meses, aunque esta asociacion dejo de ser significativa
una vez descontado el efecto de otras variables; sin embargo, al considerar un end-
point superior, 6 meses, todos los modelos de interpretacion, tanto genotipicos como
fenotipicos, fueron capaces de predecir significativamente la indetectabilidad, incluso
con independencia de otras variables. Como ya hemos comentado anteriormente,
esto se puede explicar porque los pacientes con CV basal mas elevada tardan mas

tiempo en alcanzar una CV indetectable (Brun-Vézinet et al., 2003).

En este mismo subgrupo de pacientes observamos que sélo los algoritmos
genotipicos fueron capaces de predecir la variacion de la CV a los 3 y 6 meses,
manteniendo todos ellos esta capacidad una vez descontado el efecto de otras

variables (con excepcidn del algoritmo de Visible Genetics a los 6 meses). Por el
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contrario, el fenotipo virtual, tanto interpretado de forma continua como dual, no se

asoci6 con ninguna de estas respuestas, ni siquiera en el analisis univariante.

En nuestro caso la version disponible del fenotipo virtual aplicé un punto de
corte biolégico de 3,0 fold-change, a partir del cual se consideraba que existia
resistencia a TDF. Los primeros puntos de corte clinicos fenotipicos para TDF se
establecieron a partir de los ensayos clinicos de tipo add-in Gilead Sciences 902 y
907 (Miller et al., 2004); a partir de un fold-change de 1,4 se considerd que existia
una actividad disminuida de TDF y a partir de 4,0, una pérdida completa de
sensibilidad. Actualmente el sistema VircoType tiene establecidos unos puntos de
corte clinicos de 0,9 (pérdida del 20% de actividad) y 2,1 (pérdida del 80% de
actividad). Observamos, por tanto, que el cutoff es inferior al que utilizamos en
nuestro trabajo, por lo que es posible que la peor capacidad de prediccion que
hemos observado en el fenotipo virtual en comparacion con los modelos genotipicos

se deba a haber sobreestimado la actividad de TDF, al igual que ocurrié con ddl.

Cuando comparamos los resultados que obtuvimos en el subgrupo ddI-TDF-
LPV con los obtenidos en el subgrupo de TDF vemos que en este ultimo los modelos
no solo no pierden su capacidad de prediccién, sino que algunos de ellos incluso la
mejoran, tanto en el analisis univariante como en el multivariante, lo cual no ocurria
con ddl ni con LPV/RTV. Por tanto, podemos decir que las reglas de interpretacion

de TDF muestran una mejor correlacion con la respuesta virologica.

A lo largo de este trabajo hemos encontrado que algunos modelos de
interpretacion no se asociaban significativamente con la respuesta o bien que, una
vez ajustados por otras variables, perdian capacidad de prediccion. Sin embargo,
esto no quiere decir que deban desecharse: por el contrario, estos modelos son
herramientas de gran utilidad que nos ayudan a predecir el éxito o el fracaso
terapéutico y deben ser utilizados, aunque, por supuesto, existan otros muchos
factores, como la adherencia u otros de los estudiados en este trabajo, que en

ocasiones pueden tener una influencia decisiva sobre la respuesta.

De los resultados obtenidos en este estudio podemos deducir también que los
modelos de interpretacion de la resistencia a los antiretrovirales han de ser validados

clinicamente sobre cohortes formadas por un gran numero de pacientes. En los
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Ultimos anos se han creado diversas cohortes con este fin, como ARCA en ltalia,
Eurogene a nivel europeo o, en nuestro pais, la cohorte RIS (Red de Investigacion
en SIDA). Nuestro laboratorio coordina el grupo CoRAO (Cohorte de Resistencias
de Andalucia Oriental): los laboratorios y unidades clinicas participantes en esta
cohorte tratamos de crear una completa base de datos centralizada, con informacion
clinica y genotipica de pacientes VIH+, para desarrollar modelos matematicos de
prediccion de la respuesta al tratamiento. Esto requiere reunir informacion de un
gran numero de pacientes, puesto que la validez de de los modelos obtenidos
dependera en gran medida del tamafo de la muestra. Actualmente contamos con

informacion de unos 1500 pacientes de las provincias de Granada, Jaén y Almeria.

210



6. CONCLUSIONES






Conclusiones

Todos los sistemas de interpretacion estudiados han demostrado estar en
relacion con la respuesta virolégica. Los sistemas basados en la
interpretacién del genotipo han mostrado una mejor capacidad de predecir la
respuesta viroldgica que los sistemas basados en la interpretacion “virtual” del

fenotipo.

Entre los sistemas basados en la interpretacion del genotipo, el algoritmo
Andalucia-DTL fue el unico que se asocié tanto con la indetectabilidad como
la variacion de la carga viral en los dos puntos de corte estudiados. Este
hecho destaca la importancia de derivar reglas locales para la interpretacién
del genotipo. Este algoritmo debe ser validado en una poblacion diferente a la

estudiada.

Los algoritmos genotipicos mantuvieron su capacidad para predecir la
indetectabilidad y la variacibn de la carga viral a los seis meses, con

independencia de otras variables que afectan a estos factores.

El Fenotipo Virtual, en su version continua o dual, sélo fue capaz de
relacionarse con indetectabilidad a los seis meses. Dicha relacion se perdi6 al
tener en cuenta el efecto de otras variables. Ninguna de las dos versiones

estudiadas fue capaz de predecir las variaciones en la carga viral.

Las diferencias existentes entre los algoritmos Andalucia, Andalucia-DTL vy
ANRS, a diferencia de las del resto de los algoritmos, se explican por las

diferencias en la interpretacién de Didanosina, Tenofovir y Lopinavir/ritonavir.

En los pacientes cuyo nuevo tratamiento incluia ddl todos los modelos
genotipicos predijeron la indetectabilidad a los seis meses, incluso ajustando
por el resto de las variables, a excepciéon de Andalucia-DTL que sodlo la

predijo a los 3 meses.

En los pacientes cuyo nuevo tratamiento incluia Tenofovir, todos los sistemas,
genotipicos y fenotipo virtual, predijeron la indetectabilidad a los seis meses,

incluso ajustando por el resto de las variables.

En los pacientes cuyo nuevo incluia Lopinavir/ritonavir, ningun sistema fue
capaz de predecir la indetectabilidad o la variacion de la carga viral a los tres

0 seis meses cuando se desconto el efecto del resto de las variables.
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