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Resumen

Objetivo: Estimar las frecuencias de mutaciones y de polimorfismos adicionales asociados con resistencia a los farmacos inhibidores de la integrasa del virus de
inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1).

Metodologia: Estudio descriptivo, de corte transversal, en individuos VIH-1 positivos de la ciudad de Medellin, quienes no habian recibido tratamiento antirre-
troviral. En ellos se determind, a través del método de 2-dideoxinucleétidos y el sistema ABI3730XL, la secuencia del gen de la integrasa del VIH-1 a partir del
ARN viral circulante, la cual fue analizada en la base de datos de resistencia a medicamentos antirretrovirales de la Universidad de Stanford y segun reportes de
literatura cientifica.

Resultados: Se encontraron las siguientes mutaciones (con sus respectivas frecuencias): una mutacion mayor, E138K (1/46), tres mutaciones accesorias G163E
(3/46), L741 (3/50) y E157Q (2/48), una mutacién no polimoérfica A128T (1/49) y otras dos mutaciones potencialmente asociadas con resistencia a inhibidores de
integrasa S230N (9/39) y S119P/R/T (4/47, 2/47 y 14/47, respectivamente).

Conclusiones: En las secuencias analizadas, llama la atencién la presencia de al menos una mutacién asociada a resistencia a inhibidores de integrasa en el 14% de
los individuos estudiados, sugiriendo una pobre presion selectiva de este tipo de farmacos en la poblacién viral circulante en la zona.
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Identification of mutations associated with resistance to Integrase Strand Transfer Inhibitors (INSTI) in ART-naive HIV-
1 patients in Medellin, Colombia.

Abstract

Aim: To estimate the frequencies of major and accessory mutations, as well as additional polymorphisms associated with resistance to human immunodeficiency
virus type 1 (VIH-1) integrase strand transfer inhibitors.

Materials and methods: Descriptive cross-sectional study, focused on HIV-1 positive individuals from Medellin, recruited between 2013 and 2015, and that had not
received antiretroviral therapy. In these patients, the sequence from HIV-1 integrase was determined from circulating viral RNA through Sanger chain termination
method with the ABI3730XL system, and the sequences were analyzed using the HIV Drug Resistance Database from the University of Stanford, together with
previous literature reports.

Results: The following mutations associated with resistance to integrase strand transfer inhibitors, along with its respective frequencies, were found: one major
mutation, E138K (1/46), three accessory mutations, G163E (3/46), L741 (3/50) and E157Q (2/48); one non-polymorphic mutation, A128T (1/49); and two mutations
potentially associated with resistance to integrase strand transfer inhibitors, S230N (9/39) and S119P/R/T (4/47, 2/47 and 14/47, respectively).

Conclusions: In the sequences analyzed, it is noteworthy the presence of at least one mutation related with resistance to integrase inhibitors in 14% of the studied
patients, suggesting a poor selective pressure of this kind of drugs in the circulating viral population in our region.
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Introduccién

Para el afio 2016, se reportd en Colombia cerca de 120.000
personas infectadas con el virus de inmunodeficiencia humana
tipo 1 (VIH-1) y 2.800 muertes asociadas al virus'; sumado a lo
anterior, el andlisis epidemioldgico del comportamiento de la
infeccion en el pais muestra una tendencia al aumento anual
en el nimero de casos’, por lo que se requieren programas de
intervencion que aporten al control de la infeccién en el pais.

En la actualidad, la estrategia con mayor impacto en la salud
de los pacientes infectados por VIH-1 es la terapia antirretro-
viral altamente activa (TARAA), la cual busca inhibir diversos
pasos del ciclo replicativo viral?. Sin embargo, las mutaciones
asociadas con resistencia a medicamentos antirretrovirales
(ARV) comprometen la eficacia de la TARAA?, no sélo en pa-
cientes que han sido previamente tratados sino también en
aquellos individuos no previamente tratados o naive, cuya
infeccion es iniciada por una variante viral resistente a ARV lo
que se define como resistencia primaria®.

La reciente introduccién de los inhibidores de integrasa (INI),
0o mas especificamente, los inhibidores de la transferencia
de cadena de integrasa (InSTl) se ha convertido en una al-
ternativa tanto en esquemas de tratamiento inicial como
en terapias de rescate para la infeccién por VIH-1, dada su
capacidad para suprimir la integracion del ADN viral al ge-
noma humano®. Aunque todos los InSTI significativamente
reducen la replicacion viral, estudios clinicos de resistencia a
ARV han reportado que los InSTI de primera generacion, ral-
tegravir (RAL) y elvitegravir (EVG), presentan una baja barrera
genética a la resistencia comparados con los inhibidores de
proteasa®. A la fecha, se han reportado las mutaciones de re-
sistencia Y143R/C, N155H y Q148K/R/H en el dominio cata-
litico de la enzima integrasa para RAL cuando se encuentran
acompafadas de al menos una de las siguientes mutaciones:
L74M/1, E92Q, T97A, E138K/A/T, G140S, Y143H, entre otras’;
de otro lado, las mutaciones T661/A/K, E92Q/G, T97A, N155H
y Q148H/K/R se han asociado con resistencia a EVG®. En el
caso de dolutegravir (DTG), un InSTI de segunda generacion,
se han reportado raras variantes virales resistentes'® con un
perfil de mutaciones limitado al residuo G148 acompafiado
de L74l, E138A/K/T o G140A/C/SE.

Adicionalmente, se han reportado mutaciones aminoacidicas
accesorias cuya sola presencia no aporta a la resistencia al
medicamento pero en combinacién con otras mutaciones
disminuye la susceptibilidad a los InSTl y/o incrementa la re-
plicacién viral®. Sumado a lo anterior, los polimorfismos na-
turales en la integrasa viral pueden favorecer el desarrollo de
resistencia a estos medicamentos; un ejemplo es la mutacién
V721, la cual puede tener un impacto en el desarrollo de re-
sistencia al RAL, EVG y al DTG

Las mutaciones descritas en la integrasa son clasificadas en
tres grandes grupos dentro de la base de datos de resistencia

a VIH de Stanford: i) mutacién mayor, ii) mutacion accesoria
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y iii) mutaciones misceldneas. Las mutaciones mayores son
substituciones no polimorficas que juega un papel importan-
te en la reduccién de la susceptibilidad a uno o mas InSTI.
Las mutaciones accesorias se definen como substituciones en
posiciones no polimérficas o minimamente polimorficas que
contribuyen a reducir la susceptibilidad en combinacién con
una o mas mutaciones mayores. También se incluyen subs-
tituciones altamente inusuales y mal caracterizadas en las
principales posiciones de resistencia a los farmacos y final-
mente las mutaciones misceldneas son aquellas que no estan
asociadas con la resistencia a los medicamentos; incluye mu-
taciones en sitios polimoérficos que pueden estar débilmen-
te asociadas con resistencia a los farmacos. Se describe otro
grupo de mutaciones definidas como Otras que son mutacio-
nes no reportadas por la base de datos de Stanford pero que,
en ensayos in vitro, se han asociado con resistencia a InSTI.

Teniendo en cuenta la baja barrera genética de algunos InST],
la tendencia creciente en el uso de este tipo de medicamen-
tos y la transmision potencial de variantes virales resistentes
a INI'2, se hace necesario la caracterizacién de mutaciones
en la integrasa en individuos naive para poder optimizar los
esquemas iniciales de tratamiento ARV. En Colombia, los
reportes de frecuencias de resistencia se han limitado a los
inhibidores de la transcriptasa reversa y de la proteasa, exclu-
yendo mutaciones asociadas a InSTI, por lo cual el objetivo
de este estudio fue identificar y estimar las frecuencias de
mutaciones mayores y accesorias, y de polimorfismos adi-
cionales asociados con resistencia a este grupo de farmacos.

Materiales y métodos

Tipo de estudio, disefio muestral y poblacion de estudio
Este es un estudio descriptivo de corte transversal en el que se
reclutaron 96 individuos infectados con VIH-1 del programa
de atencién integral de la entidad prestadora de salud SURA
(EPS SURA) de Medellin, Colombia, captados entre 2013 y
2015. Los pacientes se seleccionaron con base en los siguien-
tes criterios de inclusion: i) ser mayor de 18 afos, ii) no haber
recibido terapia antirretroviral, iii) tener carga viral detectable
y iv) residir en Medellin al menos en los Ultimos 5 afios.

De cada participante se obtuvo consentimiento informado,
datos relacionados con conductas de riesgo (compafieros
sexuales, tipo de relacion sexual que incluia las siguientes
opciones: hombres que tienen sexo con hombres (HSH),
hombres que tienen sexo con hombres y mujeres (HSHM),
hombres que tienen sexo con mujeres (HSM) y mujeres que
tienen sexo con hombres (MSH); ademas de otros datos
como uso de preservativo, uso de drogas alucindgenas entre
otros) y se garantizd la confidencialidad de la informacién. El
proyecto fue avalado por el comité de bioética de la Sede de
Investigaciones Universitarias (CBEIH-SIU) de la Universidad
de Antioquia (Acta 15-08-449), y por el comité de Investiga-
ciones de la entidad EPS SURA, Medellin.
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Extraccion de ARN viral y sintesis del ADNc

A partir de plasma obtenido de sangre anticoagulada con
EDTA, se extrajo el ARN viral siguiendo las instrucciones del
estuche comercial Qiamp Viral Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Ale-
mania). Para la sintesis del ADNc se utilizd el estuche comer-
cial RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Ther-
mo Scientific), utilizando el cebador UNINEF especifico para
VIH, reportado por Nadai y colaboradores' (Tabla 1).

Ampilificacién de la integrasa a partir gen pol del
VIH-1 de ARN viral

La amplificacion se realizd por medio de la técnica de PCR
anidada utilizando cebadores especificos para el gen pol y
el protocolo reportado por Nadai y colaboradores™ (Tabla
1), modificando la temperatura de alineamiento a 60°C en
los primeros 10 ciclos y el tiempo de elongacion a 5 minu-
tos en todos los ciclos, en ambas rondas de amplificacion.
El tamafo del amplificado fue de aproximadamente 900 pb,
correspondiente a las posiciones 4001 pb — 5112 pb de la
secuencia HXB2.

Secuenciacion, ensamblaje, edicion y alineamiento
de secuencias

Los productos de PCR fueron secuenciados por el método de
2-dideoxinucleétidos, con el sistema ABI3730XL en un servi-
cio comercial (Macrogen Inc. Corea). Se utilizaron los juegos
de cebadores mostrados en la tabla 1y reportados por Malet
y colaboradores’.

Las secuencias parciales obtenidas a partir de una misma
muestra fueron ensambladas y editadas en “contigs” indivi-
duales en el programa Segman Il version 5.01 de DNASTAR
(Lasergene, Madison, WI USA), utilizando como guia la se-
cuencia HXB2 (Genbank: K03455.1). Las secuencias consen-
so obtenidas de cada “contig” fueron alineadas utilizando
el programa MEGA 7.0.14" (http://www.megasoftware.net/)
bajo el algoritmo MUSCLE™. Las inserciones que no se en-

contraran en la secuencia de referencia HXB2 fueron elimi-
nadas. Todos los nucleétidos, incluyendo los ambiguos, y
sus aminoacidos derivados fueron denominados de acuerdo
con los codigos IUPAC (http://www.bioinformatics.org/sms/
iupac.html).

Identificacion de mutaciones asociadas a resisten-
cia antirretroviral

Con las secuencias alineadas se realizo la construccion de un
arbol filogenético por el método de Maxima Verosimilitud
basado en el modelo General de Tiempo Reversible (GTR)
utilizando el programa MEGA7'® con un soporte de 1000
replicaciones bootstrap™. Para dicho arbol filogenético se
incluyeron secuencias homologas de subtipo B, secuencias
no-B y formas recombinantes circulantes aisladas en Sura-
mérica. El porcentaje de adenina-timina, la diversidad nu-
cleotidica y la prueba de neutralidad de Tajima D se realizé
en el programa DnaSP6'®

La frecuencia de sitios polimérficos fue realizada por conteo
directo, mientras que las mutaciones asociadas a resistencia
fueron identificadas en la base de datos de la Universidad de
Stanford', disponible en https://hivdb.stanford.edu/hivdb/
by-mutations/. Ademas, se revisd literatura para identificar
otras mutaciones asociadas con resistencia que no se encon-
traban en la base de datos mencionada. Las frecuencias de
polimorfismos y de mutaciones asociadas a resistencia fue-
ron calculadas como el nUmero de secuencias que poseian
el residuo mutado sobre el total de secuencias que incluian
dicho residuo.

Resultados

Las caracteristicas de los 96 individuos elegibles para el es-
tudio, 95% de sexo masculino, se detallan en la figura 1. En
general, estos individuos exhibian comportamientos de alto
riesgo: 21% tenian un compafero sexual seropositivo para

Tabla 1. Cebadores utilizados en la amplificacién y secuenciacion del segmento correspondiente a la integrasa

Cebador? Posicion® Secuencia (5’ - 3’) Uso
UNINEF-R 9605-9632 GCACTCAAGGCAAGCTTTATTGAGGCTT Sintesis de ADNc
POLoutF1 2253-2277 CCTCAAATCACTCTTTGGCARCGAC Primera ronda de
VIF-VPUoutR1 6324-6352 GGTACCCCATAATAGACTGTRACCCACAA amplificacion
POLInF1 2483-2509 AGGACCTACRCCTGTCAACATAATTGG

Segunda ronda de
VIF-VPUinR1 6207-6231 CTCTCATTGCCACTGTCTTCTGCTC amplificacion
4001F 4001-4020 AGCTTTGCAGGATTCGGGAT
IN4764AS-R 4743-4764 CCATTTGTACTGCTGTCTTAA
INT-F 4137-4157 AAGGTCTATCTGGCATGGGTA

Secuenciacion
5088R 5088-5112 CTAATCCTCATCCTGTGTACTTGCCA
4744R 4744-4767 CCACTGGCTACATGAACTGCTACC
IN4542S-F 4542-4558 GCAGGAAGATGGCCAGT

aF: "Forward”, R: “Reverse”. ® Posiciones de acuerdo a la secuencia de referencia HXB2 (NC_001802.1)
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Pacientes elegibles
n=96
Mediana Variable Frecuencia
Variable
(rango) Historia de companeros sexuales VIH+ 22
Edad = Tipo e relacion sexuak
e HSH 49
cuanto de LT CD4+ 4715
colul (35-1.088) HSHM 22
33121 HSM 8
Carga viral (coplasimL) | 1415 g7g gag) MSH 4
Sin dato 13
Tiempo entre el - =
diagnéstico y toma ds :2;‘] Historia de uso de preservativo:
la muestra (meses) Siempre 23
Historia de numera de 0 Algunag veces 45
compafieros sexuales (6-22.5) g‘::‘::m 1:
Historia de relaciones sexuales con extranjeros 28
Historia d de di alucinéger
No se abtuvo secuencia — o U= .rugas nas hi
n=31 Historia de transfusiones 1
Historia de otras infecciones de transmision 52
sexual
Amplificacién del gen pol completo
n=65
Secuencias con calidad sub6ptima
n=15
Secuencias analizadas
n=50
Variable Variable Frecuencia
Historia de compafieros sexuales ViH+ 11
Edad Tipo de relacion sexual":
Recuenlo de LT CD4+ HSH 28
(células/ul) HSHM 9
HSM 6
Carga viral (coplas/mL) MSH 3
T = Sin dato 4
iempo entre — —
diagnéstico y toma de la Hﬂbmds;:ldaprwawamu. »
| muestra (meses) | mpre
Hislaria de nimero de Algunes vecss 2%
firos sexuales Nunca 8
Sin dato 5
Historia de relaciones sexuales con extranjeros 13
Historia de uso de drogas alucinégenas 23
*HSHHomore que liens. homor
HSHMI+iomere Gus Bor 640 con pomere y mufer Historia de transfusiones 1
il i el id Historia de oiras infecciones de transmision 20
sexual

Figura 1. Diagrama de flujo de los pacientes elegibles. Se muestran las
caracteristicas clinicas y epidemioldgicas, asi como las causas de exclusion de
las secuencias.

VIH, 28% tenian historia de relaciones sexuales con extran-
jeros y 34% tuvieron episodios previos de otras enfermeda-
des de transmision sexual. La mediana de nimero de parejas
sexuales totales reportadas por individuo fue de 10 y el uso
de preservativo fue ocasional en la mayoria de la poblacion
estudiada. La mediana de la carga viral fue de 33.121 copias/
mLy de 471,5 células/pL para los linfocitos T CD4+.

De las 96 muestras obtenidas en el estudio se logré la ampli-
ficacion del gen pol en 65 de ellas, pero sélo de 50 se obtuvo
secuencias de buena calidad en la mayor parte del segmento
de la integrasa, y sélo estas fueron analizadas.

El arbol filogenético realizado utilizando el método de méxi-
ma verosimilitud muestra la topologia caracteristica de ra-
mas terminales largas y ramas basales cortas de secuencias
de VIH (figura 2). Todas las secuencias de este estudio se
agruparon con secuencias del Subtipo B, mas no con formas
recombinantes circulantes (CRF). Las secuencias colombianas
no forman un grupo monofilético sino que estan entremez-
cladas con secuencias de referencia del Subtipo B aisladas
en otros paises de Suramérica. Sin embargo, la mayoria de
los soportes de rama son bajos (<70), lo cual impide hacer
inferencias sobre nimero de introducciones del virus en la
poblacion estudiada.
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Figura 2. Analisis filogenético molecular de 50 secuencias del gen integrasa

de VIH-1. El &rbol filogenético fue inferido por el método de Méaxima

Verosimilitud basado en el modelo General de Tiempo Reversible utilizando

las secuencias de integrasa obtenidas en este estudio y otras secuencias
reportadas en Suramérica, incluyendo formas recombinantes circulantes.
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Los resultados de la prueba de neutralidad de Tajima D, in-
cluyendo los sitios segregantes, el indice de polimorfismo
nucleotidica y la diversidad nucleotidica, se muestran en la
tabla 2, donde se presentan 222 sitios segregantes y una di-
versidad nucleotidica baja (0.049). La D de Tajima arrojé un
valor negativo sin diferencia estadisticamente significativa.

Tabla 2. Estimaciones de diversidad nucleotidica del gen de integrasa de 50
pacientes naive cronicamente infectados con VIH-1 en Medellin, Colombia

Tajima’s D

50 58,6 0,083579 0,04953 -1,109*

N: nimero de secuencias; %AT: porcentaje de adenina-timina, ©: indice de
polimorfismo nucleotidico; m: indice de diversidad nucleotidica; *p>0,05.

De igual forma, se identificaron 150 sitios polimorfismos en
las secuencias evaluadas (Tabla 3). Las mutaciones observa-
das y potencialmente asociadas a resistencia a los InSTI, con
su respectiva frecuencia y fenotipo asociado, se muestran en
la Tabla 4. El 2,2% de las secuencias presentan la mutacién
mayor E138K; ademas, se encontraron tres mutaciones ac-
cesorias mayores de resistencia: G163E, L74l y E157Q, con
frecuencias del 6,4%, 6,0% y 4,2%, respectivamente. La muta-
cién no polimérfica seleccionada in vitro por EVG, A128T, fue
observada con frecuencia del 2,0%.

Sumado a lo anterior, en la posicién 230, donde la mutacion
asociada con resistencia es S230R, se observo la substitucion
S230N en el 23,1% de las secuencias. De igual forma, fue ob-
servada (con su respectiva frecuencia) las siguientes varian-
tes aminoacidicas en la posicion 119: ST19P (29,8%), ST119R
(8,5%) y S119T (4,2%).

De las 50 muestras evaluadas, seis secuencias presentaban
combinacién de sustituciones de mutaciones accesorias con
otras mutaciones reportadas in vitro asociadas con resisten-
cia a antirretrovirales, mientras que sélo una secuencia pre-
sentaba combinacién con una mutacién mayor (Tabla 5).

Discusién

A pesar de la introduccién de los InSTI al mercado colombia-
no desde el afio 2010 y de multiples reportes de mutaciones
asociadas a resistencia a InSTI en otros paises®, en Colombia
no se han descrito dichas mutaciones en poblacion crénica-
mente infectada con VIH-1.

En este estudio, realizado con secuencias de integrasa ais-
ladas de pacientes naive para el tratamiento, se observd
un test de neutralidad negativo sin valor estadisticamente
significativo, valor que no permite rechazar la hipdtesis de
neutralidad y, por lo tanto, aceptar que no se ejercid presién
selectiva sobre las mutaciones?'.

Sumado a lo anterior, se identificaron varias mutaciones que
se asocian con resistencia a InSTI. La E138K es una mutacion
mayor que es seleccionada por el tratamiento por RAL, EVG

y DTG. Cuando se acompafia de mutaciones como Q1482 ¢
R26322 disminuye la susceptibilidad del virus a los InSTI. Dado
que en este estudio no se identificaron mutaciones en las
posiciones 148 6 263, la presencia de la E138K en un indi-
viduo de este estudio sugiere exposicion del virus a uno de
estos medicamentos en un paso anterior en la cadena de
transmision, pero no necesariamente implica resistencia en
el individuo portador.

La mutacion E157Q es seleccionada in vivo por RAL e in vitro
por EVG?. Un estudio realizado en Polonia en pacientes nai-
ve para el tratamiento reporté esta mutacion en menos del
1%%*; en la poblacion de este estudio se encontré dicha mu-
tacion en una frecuencia del 4,2%. La E157Q disminuye casi
cinco veces la susceptibilidad a RAL y dos veces a EVG en in-
dividuos previamente tratados?*?¢. Respecto a DTG, Danion y
colaboradores reportaron falla viroldgica en un paciente con
la mutacién E157Q, adherente al esquema de tratamiento,
en ausencia de mutaciones de resistencia para inhibidores de
transcriptasa reversa y de proteasa®’. Lo anterior indica que la
E157Q puede comportarse como una mutacién mayor, aun-
que suele clasificarse como mutacién accesoria mayor.

La mutacion S230N, observada con una frecuencia del 23,7%
en este estudio, no se ha asociado a resistencia clinica a InSTI,
pero en un estudio in vitro se observé que, cuando se acom-
pafa de las mutaciones mayores G140S y Q148H, disminuye
marcadamente la susceptibilidad a RAL?. Su alta frecuencia
en la poblacion de Medellin podria predisponer a la seleccion
de las citadas mutaciones y a la aparicién de resistencia a RAL
en personas que se expongan a dicho medicamento.

Un paciente de este estudio tenia la mutacion A128T, repor-
tada también en estudios europeos con frecuencias entre 1
y 2% en pacientes no tratados®. Segun la base de datos de
VIH de Stanford, la A128T es una mutacion accesoria selec-
cionada in vitro por EVG pero que no se ha asociado con
resistencia a InSTI; sin embargo, varios reportes indican que
esta mutacion induce resistencia a un nuevo grupo de far-
macos que acttan impidiendo la multimerizacion de la inte-
grasa con moléculas como el “factor de crecimiento derivado
del epitelio del cristalino” (LEDGF), un cofactor requerido en
la integracion del genoma viral*®3'. Estas nuevas drogas, lla-
madas LEDGIN, son inhibidores alostéricos de la integrasa y
pueden constituir un recurso terapéutico importante en el
futuro®; sin embargo, hay que tener en cuenta que la presen-
cia de la mutacién A128T podria conferir resistencia primaria
a estos nuevos medicamentos.

En este estudio los polimorfismos en la posicion 119 de
la integrasa se presentaron con frecuencias altas (29,8%,
8,5%, y 4,2% para, ST19P, S119R y S119T, respectivamente),
similar al 26% reportado para el conjunto de estas muta-
ciones en un estudio en 458 secuencias de VIH-1 subtipo
B de individuos naive para el tratamiento®. Mutaciones del
residuo S119 tienden a acompafar a las mutaciones mayo-
res N155H y Q148H/R; en particular la ST19R se ha asocia-
do a falla virolégica en pacientes en tratamiento con RAL.
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Tabla 3. Perfil de mutaciones aminoacidicas en el gen de integrasa de 50

pacientes naive crénicamente infectados con VIH-1 en Medellin, Colombia >6¢4n Cisteina Tirosina 213
S . Acido 6,52
o Aminoacido . . Frecuencia 59 (46) Glicina '
P Polimorf Ami
osicion (n) silvestre olimorfismo (%) glutamico
. . Metionina 4,37
2 (47) Leucina Isoleucina 2,13 60 (46) lalevein
Adtils 638 Valina 2,17
glutamico Acido aspartico 6,66
47 Aci arti .
6 (47) cido aspartico V. 213 70 (45) Glicina Ao "
Serina 2,13 glutamico
e 6,66 71 (46) Lisina Glutamina 2,17
- L Treonina 47,73
7 (45) Lisina Metionina 2,22 72 (44) leslEvEig
Arginina 2,22 Heniie L
. . Acido asparticp 434 74 (50) Leucina Isoleucina 6,00
ey Acido glutamico Nerfine 217 89 (47) Isoleucina Leucina 6,38
11 (45) Acido glutamico | Acido aspartico 44,40 S el sl Ll
13 (44) Acido glutdmico | Acido aspartico 4,45 96.(47) Acido glutamico Valina 213
.. L Isoleucina 43,18
14 (45) Lisina Arginina 4,44 101 (44) lewde :
) Asparagina 14,89 Valina 2,23
Racy S . 225 103 (47) Lisina Arginina 213
20 (46) Arginina Lisina 217 110 (46) Valina Isoleucina 4,34
2147) Alanina Treonina 10,64 Uil oy
22 (47) Metionina Lisina 213 Acido BEE
111 43) Lisina glutamico
23 (46) Alanina Valina 2,17
Glicina 2,32
Asparagina 8,51 .
24 (47) Serina - Arginina 2,32
Acido aspartico 2,13 -
Isoleucina 9,09
p Acid 2,13
25 (46) Acido aspartico | C,I c.) Valina 6,82
GuiEmIEe 112 (46) Treonina
Histidina 2,13 Haniie i
27 (45 Asparagina L
(45) parag Arginina 213 Arginina 2,27
sl 16,66 113 (46) Isoleucina Valina 6,52
28 (42) Leucina R
Metionina 2,38 Prolina 29,80
Alanina 6,38 119 (47) Serina Arginina 8,50
30 (47) Prolina P 13 Treonina 4,20
: o Isoleucina 25,58
31 (45) Valina Arginina 33,33 122 (43) Treonina
32 (47) Treonina Isoleucina 6,38 Valina 232
o : Alanina 24,39
34 (45) Lisina Glutamina 2,22 124 (41) Treonina —
37 (45) Serina Isoleucina 6,66 Metionina 17,07
38 (47) Alanina Metionina 2,13 Alanina 33,33
Cisteina 29,54 125 (42) Treonina Valina 7,14
39 (44) Glutamina -
Asparagina 4,54 Prolina 2,38
41 (45) Acido aspartico Asparagina 2,22 Metionina 4,65
126 (43) Valina
42 (45) Lisina Arginina 2,22 Leucina 2,32
Glutamina 8,88 128 (49) Alanina Treonina 2,00
45 (45) Leucina Histidina 6,66 135 (47) Isoleucina Valina 4,25
Valina 2,22 136 (46) Lisina Arginina 2,17
50 (46) Metionina Isoleucina 13,04 138 (46) Acido glutamico Lisina 2,20
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139 (47) Fenilalanina Leucina 2,17 219 (39) Lisina Asparagina 2,56
154 (47) Leucina Isoleucina 4,25 Leucina 12,82
156 (47) Lisina Glutamina 19,15 220 (39) Isoleucina Metionina 512
157 (48) Acido glutdmico Glutamina 4,20 Valina 2,56
Aci 2,17 Aci 2
160 (46) s cido ' 221 (39) elvfermne cido ,56
glutdmico glutamico
- Acido 6,52 Lisina 2,56
163 (46) Glicina glutamico 222 (39) Asparagina
Serina 2,56
165 (47) Valina Isoleucina 10,63
227 (39) Tirosina Fenilalanina 12,82
. Acido 2,17
167 (46) Acido aspértico . ' , Acid 2,63
P glutamico 229 (39) Acido aspartico cido ’
glutamico
171 (46) Histidina Leucina 2,17
230 (39) Serina Asparagina 23,10
175 (47) Alanina Valina 2,13 o -
. cido
532 Aci - b
181 (47) Fenilalanina Leucina 2,13 326 cdelEpaiice glutdmico
187 (45) Glutamina Lisina 4,44 234 (38) Leucina Isoleucina 7,89
188 (47) Lisina Arginina 2,13 251 (34) Isoleucina Valina 2,94
193 (46) Glutamina Aclldq 4,34 252 (33) Glutamina Lisina 3,03
glutamico P 303
, clao
253 (33 Acid arti '
196 (46) Alanina Prolina 217 63 cdo aspartico glutamico
Acido aspartico 2,22 Glutamina 9,37
198 (45) Acido glutamico Histidina 2,22 254 (32) Aspara gina Lisina 312
Glutamina 2,22 Serina 312
Veling 34,88 255 (33) Arginina Glicina 12,12
201 (43) Isoleucina ’ Acid 2424
Leucina 232 256 (33) Acido aspartico cido '
glutamico
203 (42) Isoleucina Metionina 14,28 265 (27) Akriing Tiewifie 7,40
) Serina 2,44 266 (27) Lisina Treonina 3,70
205 (41) Alanina
Treonina 2,44 275 (25) Metionina Valina 4,00
206 (42) Treonina Serina 21,43 279 (25) Acido aspartico Glicina 4,00
207 (40) Acido aspértico Asparagina 7,50 281 (25) Treonina Metionina 8,00
208 (40) Isoleucina Leucina 15,00 283 (23) Serina Glicina 8,69
210 (41) Tiaeiiing Saiing 2,43 286 (23) Acido aspartico Asparagina 8,69
Glutamina 243 287 (23) Acido glutamico Alanina 8,69
211 @41) Lisina Arginina 2,43 288 (20) Acido aspartico Asparagina 5,00
Treonina 2,43
El mismo estudio demostré que la mutacion S119R dismi-
Alanina 2,38 . . Lere . .
nuye significativamente la sensibilidad in vitro a los InSTI
212 (42) Acido glutamino Glutamina 2,38 cuando acompania a las mutaciones Y143C, Q148H, N155H,
Valina 2,38 G140S/Q148H o T97A/Y143C>,
: Acido 2,43 ) »
214.@1) Glutamina e Finalmente, la mutacién L741 fue observada con una frecuen-
— - cia del 6,0%. L741 y L74M se han clasificado como mutaciones
215 (41) Lisina Asparagina 7,31 . ., . X
accesorias mayores pero también como polimorfismos natu-
A Glutamina Histidina 975 rales con frecuencias entre 0,5 — 20,0% en la integrasa de pa-
Asparagina 7,31 cientes no tratados en diferentes estudios?; sin embargo, en
Serina 15,00 cor.nblna.aon con Q1.48I-.|/K/I.R,o N155H, L74l ‘pl.n.ede g.ene.rar
218 (40) Treonina resistencia a RAL y disminucién de la susceptibilidad in vitro
Isoleucina 5,00

y de la respuesta virolégica a DTG
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Tabla 4. Mutaciones detectadas asociadas con resistencia a los inhibidores de integrasa (InSTI).

Substitucion Clasificacion

Puntajes de penalidad®

Frecuencia (%) Fenotipo
RAL EVG DTG

Mutacién no polimérfica accesoria asociada

E138K 1/46 2,2) Mutacién mayor? a resistencia seleccionada en pacientes que 15 15 10
reciben RAL, EVG y DTG.
Mutacién polimérfica que no reduce la

L74l 3/50 6,0 - - - _

4 60) sensibilidad a los INI
Mutacién accesoria
mayor® Mutacién polimorfica seleccionada

E157Q 2/48 4,2) débilmente en pacientes que reciben RAL e 0 5 5
seleccionada in vitro por EVG

A128T 1/49 2.0) Misceléneas® Mu.taciér? nf:) p?limérfica asociada con ) ) )
resistencia in vitro al EVG.
Mutacién asociada a resistencia a RAL

S230N 9/39  (23,1) cuando esta acompafiada por las mutaciones - - -
G140Sy Q148H

<119R 4/47 5) Otras¢ Mut‘acién asociada a falla virolégica en ) ) )
pacientes tratados con RAL.

S119T 2/47 “.2) Mutaciones que inducen una baja resistencia ) ) )

S119p 14/47 (29,8) Al . = .

2Mutaciéon mayor: substitucién no polimoérfica que juega un papel importante en la reduccion de la susceptibilidad a uno o mas InSTI.. P(Mutacién accesoria
mayor: substitucion en posiciones no polimoérficas o minimamente polimorficas que contribuyen a reducir la susceptibilidad en combinacién con una o mas
mutaciones mayores. También se incluyen substituciones altamente inusuales y mal caracterizadas en las principales posiciones de resistencia a los farmacos.
“‘Miscelaneas: mutaciones que no estan asociadas con la resistencia a los medicamentos, incluye mutaciones en sitios polimoérficos que pueden estar débilmente
asociadas con resistencia a los farmacos. “Otras: mutaciones no reportadas por la base de datos de Stanford pero que, en ensayos in vitro, se han asociado con
resistencia a InSTI. “Puntaje de penalidad: Nivel estimado de resistencia a un medicamento, el cual es considerado como susceptible si el puntaje se encuentra
entre 0 a 9, potencial bajo nivel de resistencia con un cuando el puntaje esta entre 10 a 15, y bajo nivel de resistencia con puntajes entre 15 a 29.

Tabla 5. Combinacién de mutaciones asociadas con
resistencia a los inhibidores de integrasa (InSTI).

Sustituciones Frecuencia (%)

E138K, S119P :2/50?
L741, S119P :2/50())
L741, S230N :2/50())
S119P, S230N ?é%())
ST19R, S230N :2/50(;

En resumen, en este estudio encontramos una baja frecuen-
cia de mutaciones mayores de resistencia a InSTl y frecuen-
cias variables de mutaciones accesorias y polimorfismos aso-
ciados a resistencia, resultado esperado en una poblacién no
tratada y en un momento temprano del uso de esta familia
de medicamentos. Sin embargo, la frecuencia de dichas mu-
taciones podria incrementarse a medida que el uso de los
InSTI se extienda y con la eventual introducciéon de nuevos
tipos de medicamentos dirigidos a la integrasa viral, como
los inhibidores alostéricos.

ASOCIACION COLOMBIANA DE INFECTOLOGIA |

Limitaciones

La mayor limitacion de este estudio es el bajo nimero de se-
cuencias analizadas y el muestreo restringido a pacientes de
una sola ciudad y una Unica institucién asistencial, por lo cual
estos resultados deben evaluarse en conjunto con estudios
que se realicen en otras poblaciones de Colombia. De esta
forma se podrén formular recomendaciones sobre en quie-
nes y en cual momento seria conveniente realizar pruebas
genotipicas que incluyan el gen de integrasa antes del inicio
de la terapia.

Responsabilidades éticas

Proteccidon de personas y animales: Los autores declaran
gue para esta investigacién no se han realizado experimen-
tos en seres humanos ni en animales.

Confidencialidad de los datos: Los autores declaran que en
este articulo no aparece la identidad de los participantes del
estudio.

Derecho a la privacidad y consentimiento informado: Los
autores declaran que no se reporta la identidad de los parti-
cipantes en el texto ni en imagenes o tablas. De cada parti-
cipante se obtuvo un consentimiento informado por escrito,
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acorde con la resolucion No 008430 de 1993 en la que se
establecen las normas cientificas, técnicas y administrativas
para la investigacién en salud.
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