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Resumen 

La presencia de mutaciones asociadas a resistencia en sujetos que no han sido 

expuestos previamente a la terapia antirretroviral, generan consecuencias negativas 

en la efectividad del mismo. Estos sujetos pueden presentar mayor retos para lograr 

valores de carga vira¡ indetectable de forma sostenida. Debido a esto, estudios con 

metodologías más sensibles para determinar la resistencia del Vil-I, son necesarios 

para detectar mutaciones en baja frecuencia que podría ser la causante de fallo 

virológico en esta población. En este estudio, se evaluaron muestras colectadas en 

entre los años 2016-2017, de sujetos adultos naive sensibles al tratamiento. Se 

realizó una evaluación de aquellos sujetos que a lo largo de 12 meses de monitoreo, 

no lograron valores de carga vira¡ indetectable o supresión vira¡ sostenida con el 

objetivo de identificar la presencia de mutaciones o variantes virológicas en baja 

frecuencia asociadas a resistencia frente a los antirretrovirales utilizando la 

metodología de secuenciación masiva NGS ¡ilumina para secuenciar el gen poi 

incluyendo las 3 enzimas de mayor importancia: transcriptasa inversa, proteasa e 

integrasa. En este estudio identificamos mutaciones asociadas a resistencia en la 

transcriptasa inversa y proteasa, sin embargo, en la integrasa las mutaciones 

identificadas no generaron cambios en la sensibilidad de los antirretrovirales 

utilizados en Panamá. Mediante los resultados obtenidos, será posible suministrar 

información al Ministerio de Salud sobre la importancia de utilizar metodologías 

altamente sensibles para la identificación de mutaciones asociadas a resistencia en 

baja frecuencia y evaluar el impacto de las mutaciones identificadas en sujetos que 

no logran supresión vira¡ sostenida. 
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Objetivo general 

Identificar las variantes virológicas de VIH y su relación en la respuesta a la 

terapia antirretroviral en pacientes naTve inicialmente sensibles al tratamiento luego 

de 12 meses de seguimiento. 

Objetivos específicos 

Determinar y clasificar las variantes virológicas encontradas de acuerdo a su 

importancia epidemiológica. 

Comparar las variantes virológicas encontradas con los valores de linfocitos 

T CD4+, carga viral y el tiempo en alcanzar la supresión viral. 

Evaluar y comparar el desempeño de la metodología de secuenciación de 

próxima generación (NGS) ¡ilumina con la metodología de secuenciación de Sanger 
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Capítulo 1 

ff 

MARCO TEÓRICO 



1.1 Origen y breve historia del Virus de Inmunodeficiencia Humana 

El Virus de Inmunodeficiencia Humana es un lentivirus que pertenece a la familia 

Retroviridae 1  el cual fue identificado por primera vez en el año 1983 y  actualmente 

se estima que 38 millones de personas están infectadas en todo el mundo 2  . Se 

clasifica en 4 grupos: M, N, O y P siendo el grupo M el más propagado a nivel 

mundial y este se clasifica a su vez en 9 subtipos (A—D, F—H, J, K) 3.  Por otro lado, 

existen más de 40 diferentes formas recombinantes circulantes (CRF5) las cuales 

son generadas en procesos intracelulares cuando múltiples subtipos de VIH-1 

infectan una misma célula huésped. Cuando el virión que contiene ambas hebras 

de ARN combinadas entra a una nueva célula huésped, ocurre la transcripción del 

ARN compuesto de los segmentos virales de ambos subtipos y se conoce como 

genoma recombinante inter-subtipo. Este material recombinante, al ser transmitido 

a la población en general, logra convertirse en una de las cepas circulantes del VIH- 

El VIH se caracteriza por poseer una extensa variabilidad genética debido a la alta 

tasa de error de la enzima transcriptasa inversa (Ti). Sus propiedades 

recombinantes o capacidad para generar diversas variantes genéticas entre 

subtipos y altas tasas de replicación del virus de aproximadamente resultan en la 

generación rápida de poblaciones virales que pueden diferir hasta en un 10% en 

cada individuo infectado (10,5,6). 
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La transcriptasa inversa presenta una alta tasa de mutación de aproximadamente 

3.4 x i0 mutaciones por par de bases por ciclo de replicación, introduciendo una 

incorporación errónea por cada 104 nucleótidos (7,8)•  Los errores son aleatorios, lo 

que resulta en variaciones en la secuencia de los virus de la progenie y las proteínas 

virales traducidas. 

La capacidad de recombinación, las altas tasas de replicación vira¡ y mutación 

genómica (inserciones y delecciones) son características que contribuyen a la alta 

variabilidad genética del VIH-1 el cual es capaz de producir una población vira¡ con 

alta diversidad genética dentro de un individuo, también conocida como infección 

dual. Esto es especialmente común en las infecciones por VIH-1 9. 

1.2 Epidemiología del VIH 

A mediados del 2020, 38 millones de personas estaban viviendo con VIH de los 

cuales 26 millones tenían acceso a la terapia antirretroviral. Según las metas del 90-

90-90 a nivel mundial, 81% de las PPVVS conocían su estado clínico, 82% tenían 

acceso al tratamiento y  88% presentaban supresión vira¡ 11. 

En Panamá, 26, 000 personas estaban viviendo con VIH para el año 2018 de los 

cuales 13, 000 estaban recibiendo terapia antirretroviral (TAR). Según datos 

obtenidos por parte del programa nacional de VIH, se evidencia que solo el 54 % de 
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los sujetos bajo tratamiento logran alcanzar supresión vira¡ sostenida en Panamá, 

porcentaje bajo con respecto al 90 % esperado en las metas del 90-90-90 12  

Un estudio realizado en Panamá donde se evaluaron secuencias de VIH del 2007 

al 2012 reveló que el 9.2 % de la población analizada tenía al menos una mutación 

asociada a resistencia primaria o transmitida 13  Otro estudio que evaluó muestras 

tomadas del 2016 al 2018 mostró un aumento en esa prevalencia al 15.2 %, con 

una proporción desigual cuando se compararon muestras provenientes de la ciudad 

y de áreas apartadas del país. Estos datos sugieren que en Panamá hay transmisión 

sostenida de mutaciones asociadas a resistencia. 

1.3 Estructuras, genes y proteínas del VIH 

Las partículas virales del VIH tienen un diámetro de 100-400 nm de diámetro y están 

rodeadas por una membrana rica en glicoproteínas y proteínas de membrana de la 

célula blanco original. 

El virus está compuesto por ARN de una sola hebra y  3 genes principales llamados 

gag, env y p01. El gen gag es el encargado de codificar las proteínas estructurales 

(p55, p24 y p17), el gen env codifica las glicoproteínas de envoltura (gp 160, gp 120 

y gp 41) y el gen poi, que codifica la información de la transcriptasa inversa, proteasa 

(p66, pSi y p31) e integrasa las cuales se presentan en la figura 1 14  
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Figura 1 Estructura del VIH. En la imagen se identifica los genes, proteínas y 

enzimas que confirman el virus. 15 

1.4 Receptores y co-receptores del VIH 

La célula blanco principal del virus es el linfocito T CD4+ al que ingresa mediante la 

unión de la glicoproteína 120 y  la gp41 a receptores presentes en su membrana 

llamados CXCR4 o CCR5 16  Estos receptores fueron descritos por primera vez en 

el año 1996 y estudios previos sugieren que el tropismo vira¡ del VIH-1 está 

relacionado a la preferencia del virus por ingresar a la célula huésped mediante uno 

de estos correceptores. 
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Se ha demostrado que aquellos virus con tropismo al correceptor CCR5 (virus R5) 

están relacionados a los estadios tempranos de la infección, mientras que los virus 

que prefieren el receptores CXCR4 (virus X4) o ambos (tropismo dual; virus R5X4) 

se observan en una fase tardía de la enfermedad 17  

1.5 Ciclo de replicación del virus 

La replicación del virus comienza con el ensamble de la glicoproteína de membrana 

del virus llamada gp120. La gp120 se une al receptor que se encuentra presente en 

la superficie del linfocito T CD4+, monocitos o macrófagos y este puede ser el 

receptor CXCR4 o el correceptor CCR5. La unión de la gpl20 a estos receptores 

provoca cambios conformacionales en esta glicoproteína causando un 

acercamiento entre receptores del virus y la célula huésped (Figura 2)18.  Luego, 

ocurre la fusión entre ambas membranas y el contenido del virus es liberado dentro 

de la célula iniciando el proceso de transcripción por medio de la enzima 

transcriptasa inversa la cual transcribe el ARN vira¡ a una molécula de ADN de doble 

cadena 19  

Posteriormente en el núcleo, el ADN vira¡ de doble cadena es integrado al ADN de 

la célula blanco por medio de la enzima integrasa, una ADN recombinasa 

especializada la cual es la encargada de integrar el ADN a la célula huésped 

mediante un proceso de transcripción. Inicialmente, la integrasa escinde 2 

nucleótidos de los 2 extremos 3' de la doble cadena de ADN vira¡ y luego el ADN es 
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transferido al núcleo del ADN de la célula huésped mediante reacciones de 

transesterificación fosfod iester (20, 21). 

Si el virus continúa el proceso, da como resultado una nueva partícula viral. Por el 

contrario, si el virus detiene el proceso, se mantendrá integrado en el ADN de la 

célula blanco en un estado latente, proceso en el cual el virus no producirá partículas 

virales pero es capaz de persistir de forma latente en las células del organismo 

infectado durante largos periodos de tiempo 22• 

Una vez integrado el ADNc, comienza la síntesis de proteínas víricas y ARNm (ARN 

mensajero) los cuales posteriormente se ensamblan en la membrana para dar 

origen a un nuevo virión 23  . Finalmente, el virión es liberado en sangre y puede 

contener glicoproteínas de membrana de la célula blanco que luego le permitirán 

evadir la respuesta inmune del organismo 24  
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Figura 2. Ciclo de replicación del VIH. El ciclo del virus inicia con la unión de los 

receptores de membrana del virus a los de la célula blanco, una vez dentro el virus 

inicia el proceso de replicación donde utiliza sus enzimas y la maquinaria de la célula 

huésped para su replicación. 25 

1.6. Terapia antirretroviral 

Al inicio de la epidemia en el año 1981, no existía tratamiento disponible para tratar 

la infección. Posteriormente, en el año 1985 la FDA aprobó la Zidovudina (AZT) 

como el primer tratamiento aprobado para el tratamiento de la infección por el VIH-

1 (26)• A partir de ese momento, los esfuerzos por desarrollar antirretrovirales 
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incrementaron con el pasar de los años. Sin embargo, no existe un tratamiento 

antirretroviral que permita eliminar el virus de un sujeto infectado. 

El desarrollo de antirretrovirales que actúan en diferentes etapas del ciclo replicativo 

del virus, ha contribuido a mejorar la calidad de vida de las PVVS ya que es posible 

tratar la infección del VIH-1 como una enfermedad tipo crónica y no como una 

enfermedad fatal. 

Los antirretrovirales utilizados en los esquemas de tratamiento, se caracterizan por 

presentar menos efectos adversos, baja toxicidad y mayor eficacia en comparación 

con los administrados en el inicio de la epidemia. 

Los principales objetivos de la terapia antirretroviral son mejorar y prolongar la vida 

del sujeto infectado, reducir la transmisión del virus, recuperar las defensas del 

organismo, disminuir la morbilidad y la mortalidad 27  

En al año 2016, según las recomendaciones de la OMS, se establecieron nuevas 

directrices para el uso de los antirretrovirales en sujetos con diagnóstico reciente de 

VIH-1. Una de las principales recomendaciones se basa en la indicación de la TAR 

en adultos, independientemente del estado clínico y valores de linfocitos T CD4+ 

del individuo 28  
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1.6.1 Terapia antirretroviral en Panamá 

Actualmente, en países desarrollados utiliza la terapia antirretroviral de gran 

efectividad (HAART, por sus siglas en inglés) la cual se caracteriza por utilizar 

antirretrovirales con diferentes mecanismos de acción, logrando mejores resultados 

que la terapia antirretroviral de un solo medicamento. La HAART ha sido utilizada 

desde mediados de los años 90 (29)  Sin embargo, en Panamá los esquemas más 

utilizados en población adulta son el TLD (conformado por Tenofovir (TDF)+ 

Lamivudina (3TC)+ Dolutegravir (DTG)) y la Atripla (conformada por Tenofovir 

(TDF), Efavirenz (EFV) + Emtricitabina (FTC). 

En Panamá, según las Normas de manejo terapéutico del año 2016 se basa en los 

siguientes esquemas: 

. 	Esquema de primera línea 

El esquema de elección o primera línea consiste en la administración de 2 

Inhibidores nucleosídicos de la transcriptasa inversa (INTI) + 1 INNTI (Inhibidores 

no nucleosídicos de la transcriptasa inversa). Sin embargo, existen dos esquemas 

de manejo de primera elección. 

La elección de los INTI dependerá de la disponibilidad del antirretroviral y la decisión 

clínica respecto a riesgo de anemia (en el caso del AZT) o de daño renal (en el caso 

del TDF). 

Esquema 1: Lamivudina (3TC) 150 mg o Emtricitabina (FTC) 200 

mg/Tenofovir (TDF) 300 mg/EFV 600 mg 1 tableta vía oral al día (ATRIPLA). 
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Este esquema ha sido implementado en Panamá desde el año 1999 y 

actualmente se administra en población infectada con Tuberculosis, privados 

de libertad o sujetos que presentan contraindicaciones frente al esquema 

TI-D. 

Esquema TDL: conformado por Tenofovir (TDF) + Lamivudina (3TC) + Dolutegravir 

(DTG) utilizado en Panamá desde el año 2019. 

Esquema 2: Zidovudina (AZT) 300 mg/3TC 150 mg) 1 tableta VO cada 12 

horas + Efavirenz (EFV) 600 mg Vía oral 1 tableta cada noche 30  

• Esquema de segunda línea 

Tratamiento de segunda línea en adolescentes y adultos viviendo con VIH: 2 INTR 

+ 1 IP/r el cual debe ser recomendado por el especialista en enfermedades 

infecciosas. 

Ritonavir (RTV) actúa como un potenciador del otro IP en los esquemas, 

permitiendo disminuir la dosis de este último y por lo tanto los efectos secundarios30. 

En caso de fallo virológico, confirmado con una prueba de carga vira¡: 

Si el paciente falla al tratamiento inicial usando Tenofovir (TDF) + 

Emtricitabina (FTC) o Lamivudina (3TC) + Efavirenz (EFV) se recomienda 

cambiar a: 

• Zidovudina (AZT) + Abacabir (ABC) o Didanosina (ddl) + Lopinavir 

(LPV/r) 

• Zidovudina (AZT) + Abacabir (ABC) o Didanosina (ddl) + Saquinavir 

(SQV) + Ritornavir (RTV) 
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• Zidovudina (AZT) + Abacabir (ABC) o Didanosina (ddl) + Atazanavir 

(ATV) + Ritornavir (RTV) 

Si el paciente falla al tratamiento inicial usando AZT/3TC + EFV se 

recomienda cambiar a: 

• TDF+ABC+LPV/r 

• TDF±ABC±SQV±RTV 

• TDF+ABC+ATV+RTV 

1. 63 Mecanismo de acción de los antirretrovirales 

1.6.3.1 	Inhibidores nucleosídicos de la transcriptasa inversa (INTI) 

Como indica su nombre, los antirretrovirales dentro de esta categoría son 

inhibidores de la enzima transcriptasa inversa. Estos antirretrovirales compiten con 

los nucleósidos endógenos por lo cual también se les conoce como análogos 

nucleosídicos. Al competir por el nucleósido durante la síntesis de ADN proviral en 

el sitio activo de la polimerasa, estos son fosforilados y por medio de este 

mecanismo de acción actúan como terminadores de cadena e interfieren en la 

extensión del ADN 31,32 

El grupo azido produce la terminación de la síntesis de ADN y de esta forma bloquea 

la replicación del virus. 
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Las más utilizadas en Panamá son: Lamivudina (3TC) y Emtricitabina (FTC), 

Zidovudina (AZT) y Didanosina (ddl). 

	

163.2 	Inhibidores no nucleosídicos de la transcriptasa inversa (INNTI) 

Estos antirretrovirales también inhiben la transcriptasa inversa pero se diferencian 

de los INTI por la presencia de nucleótidos en lugar de los nucleósidos. Debido a 

esta diferencia, los INNTI presentan ventaja en el proceso inhibición ya que no 

deben realizar el paso de conversión de un nucleósido a nucleótido, lo cual le 

confiere menor toxicidad en comparación con los INTI. Su mecanismo de acción se 

basa en la unión a un sitio alostérico situado a 10 Á del sitio activo de la enzima 

Transcriptasa inversa, lo que interfiere con el proceso normal de la enzima 33  

Entre los INNTI más comunes se encuentran: Nevirapina (NVP), efavirenz (EFV), 

etravirina (ETR) y rilpivirina (RPV). 

	

163.3 	Inhibidores de la proteasa 

La introducción al mercado de los inhibidores de proteasa, inició en el año 1995 con 

Saquinavir, el cual fue utilizado en combinación con Inhibidores de la transcriptasa 

inversa como esquema HAART. 
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Los IP son inhibidores competitivos del sitio activo de proteasa del VIH-1, evitando 

que la enzima catalice la hidrólisis de la poliproteínas Gag y Gag/Pollas cuales son 

necesarias para convertir las nuevas partículas virales inmaduras no infecciosas, en 

partículas virales maduras e infecciosas. 

1.63.4 	Inhibidores de la fusión 

En la membrana del virus, el dominio extracelular de gp41 contiene tres regiones 

importantes: péptido de fusión (FP), repeticiones heptada N-terminal (NHR) y O-

terminales (CHR), siendo estas 2 últimas los principales objetivos de los 

antirretrovirales desarrollados para inhibir la fusión del virus con la célula huésped. 

Por lo tanto, los inhibidores de la fusión pueden subdividirse en dos clases: 

a) Se unen al dominio HR1 y HR2 de la glicoproteína vira¡ gp41 impidiendo la 

fusión de la envoltura vira¡ con la membrana celular. En este grupo se incluye el 

Enfuvirtida, el cual tiene una barrera genética baja y si no se administra con otros 

fármacos activos rápidamente aparecen mutaciones de resistencia, perdiendo su 

eficacia 34  

b) Bloqueadores o antagonistas del correceptor CCR5: interactúan con la 

molécula CCR5, generando un cambio conformacional que evita la unión con la 

gpl20 vira¡. Dentro de este grupo se encuentran: Maraviroc (aprobado por FDA en 

el año 2007) y Cenicriviroc (Aún en fase clínica II) que han demostrado su potencial 

eficacia en el bloqueo de la entrada del virus a la célula blanco. Otros 

antirretrovirales como Aplaviroc y Vicriviroc han sido estudiados para combatir la 
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infección por el virus, sin embargo, debido a la hepatoxicidad y baja eficacia 

observadas en fases clínicas no lograron su aprobación 35  

1.6.3.5 	Inhibidores de transferencia de la cadena de inte grasa (INSTI) 

Los INSTI son los antirretrovirales con aprobación más reciente de la FDA. Su 

mecanismo de acción se basa en la inhibición de la enzima integrasa la cual se 

encarga de incorporar el ARN vira¡ del VIH en el ADN de la célula huésped, proceso 

clave en la replicación del virus dentro del individuo por lo cual ha sido seleccionada 

como un blanco clave para detener el proceso replicativo 36•  Su mecanismo de 

acción se basa en la inhibición del segundo paso catalizado por la Integrasa (hebra 

de transferencia) uniéndose de manera competitiva al sitio activo de la enzima. 

Además, también son capaces de realizar el proceso de quelación del catión 

divalente (Mg2+ o Mn2 +) que es requerido para la actividad de la Integrasa 37  

Raltegravir (RAL) fue el primer fármaco inhibidor de la Integrasa aprobado por la 

FDA en el año 2007. Sin embargo, con el paso de los años, otros fármacos han sido 

comercializados: elvitegravir (EVG, 2012), dolutegravir (DTG, 2013), bictegravir 

(BIC, 2018) y  cabotegravir (CAB) 38• 

Estos fármacos actúan mediante distintos mecanismos: 

a) Interfiriendo en la unión de la Integrasa al ADNc final 

b) Interfiriendo en la oligomerización de la Integrasa 
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c) Actividad 3-P 

d) Actividad de la hebra de transferencia 

e) Actividad entre interacciones de proteínas cofactores celulares-Integrasa. 

f) Sitio activo de la integrasa mediante metales quelantes 39 

1.7 	Resistencia a los antirretrovirales 

El VIH se caracteriza por presentar una alta capacidad de replicación y generación 

de variantes virológicas con errores generados por la transcriptasa inversa. La 

generación espontánea de mutaciones ha sido atribuida a la falta de un mecanismo 

de corrección de errores 3'-5' exonucleasa en el proceso de replicación vira¡ y a alta 

tasa de errores producidos por la transcriptasa inversa 10. Estos cambios en las 

secuencias del virus pueden conferir características beneficiosas como aumento en 

la tasa de replicación vira¡, resistencias o incrementar la barrera genética frente a 

los antirretrovirales. Por el contrario, estos cambios también pueden afectar 

negativamente las características propias del virus, disminuyendo la replicación del 

virus o generando cambios que causen menor resistencia frente a los 

antirretrovirales. 

Los cambios producidos en la secuencia del virus pueden ocurrir de forma 

espontánea o por la presión selectiva que generan los antirretrovirales y pueden ser 

definidos de la siguiente manera: 
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• Polimorfimos: cada una de las diferentes variantes en las secuencias de un 

gen y en el VIH, pueden presentarse en sujetos que no han tomado tratamiento 

previo y no causan mayores implicaciones en la sensibilidad del virus frente a los 

antirretrovirales. 

• Mutaciones: cambios que ocurren en la estructura genética el virus y están 

asociadas a la resistencia fenotípica frente a los antirretrovirales. Se expresan a 

modo de codones en donde se indica la posición del aminoácido en la cepa silvestre, 

la posición y por último el aminoácido que lo sustituye. En el VIH la presencia de 

una o más mutaciones son capaces de causar resistencia del virus frente a los 

antirretrovirales. Estos cambios en los nucleótidos del virus pueden ser adiciones, 

sustituciones o delecciones causadas por la presión selectiva de los 

antirretrovirales, baja adherencia al tratamiento, alta variabilidad del virus, 

interacciones entre antirretrovirales o factores farmacocinéticos (41,42) 

Las mutaciones pueden clasificarse en: 

• Mutaciones primarias: causan disminución en la unión del fármaco a su 

enzima diana y son las primeras mutaciones seleccionadas durante la terapia. Es 

necesario incrementar la cantidad de fármaco necesario para inhibir la enzima. 

• Mutaciones secundarias: estas mutaciones contribuyen a la resistencia a los 

medicamentos mejorando la aptitud de los virus portadores de mutaciones 

primarias. Estas tienen poco efecto directo sobre la unión del inhibidor 41  

28 



Se han definido dos tipos de resistencias: 

. 	Resistencia primaria o transmitida: mutaciones identificadas en sujetos que 

no han presentado exposición previa a los tratamientos antirretrovirales. 

. 	Resistencia secundaria o adquirida: mutaciones presentes en sujetos con 

exposición previa a los tratamientos antirretrovirales. Estas variantes son 

producidas a partir de la cepa salvaje del virus y el individuo puede presentar una 

mezcla de la cepa salvaje y nuevas variantes generadas 

1.7.1 	Mecanismo de resistencia frente a los antirretrovirales 

1.7.1.1 	Mecanismos de resistencia a inhibidores nucleosídicos de la 

transcriptasa inversa (INTI) 

Se han descrito 2 mecanismos genéticos de resistencia del VIH frente a los INTR: 

a) Mutaciones discriminatorias que permiten a la transcriptasa inversa, 

distinguir entre terminadores de cadena didesoxi-INTR y los dNTP propios de la 

célula; evitando así que los INTR logren incorporarse al ADN vira¡ y cumplir su 

función dentro del ciclo. Entre las mutaciones más comunes se encuentran: 

M184V/l, K65R, K70EIGIQ, L74V/l, Yl 15F y el complejo de mutaciones Q151  41. 

b) Mutaciones de desbloqueo de cebadores: estas mutaciones facilitan la 

escisión fosforilítica de un INTR-trifosfato del ADN viral. Este grupo de mutaciones 

también se le conoce como mutaciones análogos de timidina (TAM por sus siglas 

en inglés) ya que son seleccionadas por análogos de timidina como la Zidovudina 
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(AZT) y estavudina (d4T) 46  . Entre las más comunes se encuentran: M41 L, D67N, 

K70R, L210W, T215FY y K219QE. 

Las mutaciones multi resistentes como la inserción T69 se observa frecuentemente 

en conjunto con las mutaciones análogos de Timidina. Por último, entre las 

mutaciones accesorias más comunes se encuentran: A62V, V751, F771- y la F1 16Y. 

1.7.1.2 	Mecanismo de resistencia a inhibidores no nucleosídicos de la 

transcriptasa inversa (INNTI) 

Los INNTI emplean un mecanismo de unión a un bolsillo hidrofóbico cercano al sitio 

catalítico de la enzima y mediante una inhibición alostérica desplazan residuos 

aspárticos asociados al sitio de unión a la polimerasa por lo que las mutaciones 

responsables de resistencia a estos ARVs se encuentran dentro del bolsillo 

hidrofóbico, reduciendo la afinidad de la droga a su sitio de unión en la enzima. 

La presencia de una mutación puntual puede generar un alto nivel de resistencia a 

uno o todos los INNTI. Además, la presión terapéutica que ejercen los ARVs 

contribuye a que incremente el número de mutaciones rápidamente. Los INNTI de 

segunda generación se caracterizan por presentar una alta barrera genética debido 

a la elevada flexibilidad molecular que presentan estos ARVs, facilitando su 

adaptación a este espacio en presencia de mutaciones 41.  
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Estas mutaciones se producen en el bolsillo al que apuntan los inhibidores, y 

reducen la afinidad de la droga a su sitio de unión en la enzima 48  Las mutaciones 

más frecuentes dentro de esta categoría son: K103N que reduce la efectividad de 

Nevirapina (NVP) y Efavirenz (EFV); y las mutaciones 1-1001, K1O1EP, Y181C, 

Y1811-, G190ASE, M230L que confiere resistencia a Nevirapina (NVP), Efavirenz 

(EFV), Etravirina (ETV) y Rilpivirina (RPV). 

1.7.2 Mecanismo de resistencia a inhibidores de la proteasa 

Las mutaciones de la proteasa del VIH-1 se pueden clasificar en 2 grupos: 

a. Mutaciones primarias: estas mutaciones ocurren de forma temprana y 

afectan directamente el sitio de unión del inhibidor de proteasa a la enzima mediante 

sustituciones de aminoácidos, reduciendo la afinidad del sustrato por la proteasa. 

Estas mutaciones pueden localizarse en el sitio activo de la proteasa y las 

localizadas en regiones cercanas al sitio de corte de las poliproteínas Gag y Gag-

p01. Debido a que la mayoría de los inhibidores de proteasa presentan pocas 

diferencias en su estructura química, es frecuente observar que algunas mutaciones 

primarias generan resistencia simultánea a varios inhibidores de proteasa. 

Entre las más importantes se encuentran: D30N, V321, M461/L, 147V/A, G48V, 

150L/V, 154V/T/A/L/M, L76/v, V82A/F/S/T/L, 184V, N88V/S y L90  49. 

b. Mutaciones secundarias: se localizan fuera del lugar activo de la proteasa y 

en general aparecen más tarde que las primarias. La presencia única de estas 
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mutaciones no causa resistencia a los fármacos pero permiten al virus adaptarse al 

efecto producido por la mutación primaria. 

Entre las más importantes se encuentran: L101/V/F, K20R/M/I, L241, V321, M361/L/V, 

M461/L, 147V, F531-, 154V/L, A71V/T/I, G73CISITIA, and N88D/S/T. 

1.7.3 Mecanismo de resistencia a inhibidores de la fusión 

Las mutaciones predominantes en esta clasificación se ubican mayormente en el 

sitio de unión del inhibidor de la fusión, en este caso la Enfuvirtida (ENF) también 

conocida como T20. Estas mutaciones se localizan particularmente dentro del 

aminoácido hidrofóbico G1y36-Leu45. 

Se pueden clasificar en: 

a) Mutaciones primarias: mutaciones del péptido repeticiones heptada N-

terminal (NHR) 

b) Mutaciones secundarias: mutaciones del péptido repeticiones heptada H-

terminal (CHR) como N126K y S138A50.  

1.7.4 Mecanismo de resistencia a inhibidores de la integrasa 

Se han descrito 3 mecanismos de resistencias principales del VIH frente a los 

inhibidores de la Integrasa: 
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a) El primero: mutaciones que generan cambios conformacionales dentro del 

bolsillo catalítico de la integrasa (inhibición alostérica parcial). 

b) El segundo: cambio en dos aminoácidos ubicados cerca del sitio catalítico de 

la enzima, inhibiendo la unión del cofactor metálico y el magnesio, necesarios para 

la acción de la integrasa lo que puede conocerse como un mecanismo común de 

secuestro de metales 51  

c) Tercero: es dirigido por mutaciones que disminuyen la unión entre raltegravir 

y la integrasa, interfiriendo directamente con la actividad del inhibidor de integrasa. 

Entre las más importantes se encuentran: T66K/AII, E92Q, G118R, E138K/A/T, 

G140SIAIc, Q148H/R/K, N155H y R263K que confieren resistencia a Bictegravir 

(BIC), Dolutegravir (DTG), Elvitegravir (EVG) y Raltegravir (RAL). La mutación 

Y143R/C y S147G, confieren resistencia a Raltegravir (RAL) y Elvitegravir (EVG) 

respectivamente. 
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1.8 Diagnóstico, pruebas de monitoreo y determinación de resistencia en 

personas viviendo con VIHISIDA (PWS) 

El diagnóstico inicial de un sujeto VIH positivo, es determinado con la prueba 

confirmatoria. El monitoreo de las PVVS se realiza mediante las pruebas de conteo 

de Linfocitos T CD4+ la cual tiene como objetivo principal, conocer el estado 

inmunológico del sujeto. Por otra parte, determinar la carga vira¡ ayuda a comprobar 

la eficacia de la terapia antirretroviral y respuesta del individuo. 

La prueba de resistencia del VIH ante los antirretrovirales, cumple un papel 

determinante en el manejo clínico de esta población ya que permite conocer la 

resistencia o sensibilidad del virus a los medicamentos antirretrovirales. Según las 

recomendaciones de la OMS, esta prueba debe realizarse en pacientes que no han 

tomado TAR previa para determinar la presencia de mutaciones que puedan afectar 

la eficacia del TAR, permitiendo elegir la mejor opción de tratamiento para cada 

sujeto. 

En Panamá, para el año 2016 se utilizaba como método de secuenciación la 

metodología de Sanger, la cual es considerada como referencia o estándar de oro 

para el genotipaje de VIH la cual detecta variantes virales en porcentajes del 15-

20% de la población vira¡. Sin embargo, actualmente se utiliza la técnica de 

Secuenciación de próxima Generación (NGS ¡ilumina), metodología altamente 

eficaz y sensible que permite identificar variantes virológicas presentes en 
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porcentajes :5 1 de la población viral en la muestra analizada. En el ICGES, la 

determinación de resistencia de VIH-1 se realiza en sujetos con diagnóstico reciente 

que no han tomado tratamiento antirretroviral (naTve), sujetos con falla virológica, 

recién nacidos con proviral positivo y embarazadas; con carga vira¡ mayor a 1000 

copias/ml en todos los casos antes mencionados. 

1.7 Secuenciación de próxima generación (NGS) ¡Ilumina 

La tecnología de secuenciación de próxima Generación o NGS (Next Generation 

Sequencing, por sus siglas en inglés) es una herramienta de última generación, 

diseñada para la identificación de genes de ADN/ARN la cual permite detectar e 

identificar las variantes virológicas presentes hasta el 1% de la población viral 

estudiada. (52, 53, 54) 

La técnica de NGS se basa en la secuenciación por síntesis con el uso de 

dideoxinucléotidos marcados con fluorescencia, adaptadores y una celda de flujo 

que funciona como una plataforma para el desarrollo de las reacciones llevadas a 

cabo dentro del equipo (Figura 3). 
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Figura 3. Representación esquemática de la secuenciación por síntesis. Inicialmente, los 

fragmentos de la librería se unen a adaptadores, los cuales a su vez se unen a adaptadores 

presentes en la celda de flujo. De esta forma, cada fragmento queda inmovilizado en la 

superficie. Luego, se produce una reacción de amplificación por síntesis hasta formar 

grupos de fragmentos idénticos. Finalmente se obtienen las secuencias generadas en la 

reacción mediante imágenes que capturan cada adición de los nucleótidos reversibles 

marcados con un fluoróforo 55.  

Una cámara altamente sensible, detecta la fluorescencia emitida durante las 

reacciones y documenta la adición de cada base durante el proceso, que luego 

puede ser observada mediante fotografías 56• 

Esta metodología ofrece ventajas como: menor cantidad y concentración requerida 

de la muestra a analizar (1 ng), ofrece mayor información genómica, secuenciación 
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de diversos organismos al mismo tiempo, alta sensibilidad, eficacia y capacidad 

para detectar alelos de baja frecuencia 57  

El flujo de la secuenciación por NGS requiere una serie de procesos, iniciando 

desde la obtención del ADN blanco a secuenciar. El ARN es extraído de la muestra 

blanco para ser posteriormente amplificado y el fragmento es confirmado mediante 

electroforesis en gel. Una vez purificado el producto de ADN, el primer paso para 

inicial la preparación de librerías es la cuantificación de los productos a secuenciar 

(Figura 4). 

Figura 4. Flujo de Trabajo de ¡ilumina NGS. Representación del proceso necesario para 

realizar la secuenciación de próxima generación, iniciando con la muestra base hasta 

obtener el análisis final mediante métodos bioinformáticos. Imagen cortesía: Mgter. Oris 

Chavarría ICGES. 
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La preparación de librerías incluye los siguientes procesos: 

1. Tagmentación del ADN (amplicones o producto de POR): La tagmentación 

es un proceso en el cual el ADN blanco es fragmentado y marcado con secuencias 

o adaptadores específicos. Las enzimas de restricción son las encargadas de cortar 

el ADN y generar fragmentos de tamaños pequeños al unirse a su sitio de 

reconocimiento. Estas enzimas crean roturas bicatenarias con extremos romos o 

colgantes en los cuales posteriormente se unirán los adaptadores. 

El proceso de tagmentación ocurre por la acción de una molécula llamada 

Transposoma, metodología basada en el uso de perlas cubiertas con secuencias 

de adaptadores a los que se unen los fragmentos del ADN de un tamaño específico 

(350pb aproximadamente), lo que ofrece un proceso simultáneo de normalización, 

ligación de los adaptadores y selección de fragmentos para obtener lecturas óptimas 

en las secuenciación. Este proceso reduce el número de pasos en el flujo de trabajo 

y requiere baja concentración de ADN de la muestra a secuenciar, reduciendo así 

el tiempo de trabajo en la preparación 58  

2. Amplificación de los fragmentos de POR y unión a cebadores/adaptadores 

(Index): en este proceso se utiliza una enzima especializada para unir los 

Adaptadores 1 (i7) y Adaptadores 2 (i5) en ambos extremos de los fragmentos de 

ADN obtenidos. En los extremos romos de cada hebra se agrega una base 'A' para 

posteriormente ligarlo a los adaptadores de secuenciación. Cada adaptador de 

secuenciación contiene una base en 'T', que proporciona el complemento para ligar 

el adaptador al ADN fragmentado con una cola de 'A'. 
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3. Purificación de la librería: se utilizan perlas magnéticas que seleccionan el 

tamaño adecuado de los fragmentos de ADN. Esta selección dependerá de la 

proporción de perlas: muestra utilizada. El uso de etanol al 80% en esta etapa ayuda 

a eliminar los residuos de las reacciones de amplificación previas. 

4. Normalización de la librería: Este proceso equilibra la cantidad de 

concentración de cada amplicon de la biblioteca, lo que permite garantizar una 

representación equitativa de cada muestra presente en la librería preparada para 

una formación óptima de grupos de secuencias y datos de calidad de cada muestra. 

5. Preparación de control PhiX: La biblioteca PhiX Control se deriva del genoma 

de un bacteriófago pequeño (10 nM en 10 pl) que tiene un tamaño aproximado de 

500 pb y consta de una composición de base equilibrada a - 45% de GC y - 55% 

de AT. Debido a su composición equilibrada de nucleótidos, la biblioteca PhiX 

Control también funciona como control de secuenciación para conocer la calidad del 

experimento realizado. Para bibliotecas de baja diversidad, la biblioteca PhiX 

Control proporciona señales fluorescentes balanceadas en cada ciclo para mejorar 

la calidad de ejecución generada 59  
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Importancia del estudio de mutaciones minoritarias del VIH 

Las resistencias primarias o secundarias del VIH-1 afectan negativamente la 

efectividad del tratamiento en el individuo, causando a largo plazo falla virológica, 

transmisión de mutaciones asociadas a resistencias y dificultades para alcanzar la 

supresión vira¡ 11. 

La exposición a los fármacos antirretrovirales induce la presión selectiva en el virus 

presente en el individuo, lo que genera cambios y mutaciones en el virus que causan 

resistencias frente a los medicamentos antirretrovirales. Sin embargo, en ausencia 

de la terapia antirretroviral la población vira¡ que presenta resistencia al tratamiento, 

son reemplazadas por la "cepa salvaje" del virus que por lo general presenta mayor 

capacidad de replicación, disminuyendo la capacidad de detectar estas variantes 

virales de menor porcentaje por metodologías de secuenciación de baja 

sensibilidad. 

La OMS recomienda realizar estudios de resistencia a los antirretrovirales en sujetos 

con diagnóstico reciente de VIH-1 previo al inicio de la TAR con el fin de determinar 

la presencia o no de mutaciones asociadas a resistencia y ofrecer al sujeto el 

tratamiento más adecuado según su condición. Sin embargo, en países en 

desarrollo se utilizan métodos de secuenciación de Sanger que permiten detectar 

del 15-20% de las variantes del virus circulante en sangre. Sin embargo, las 

variantes minoritarias o también conocidas como variantes de baja frecuencia, no 

pueden ser detectadas mediante esta metodología 60  
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Esta limitación incrementa la importancia de la utilización de métodos que presentan 

mayor sensibilidad y capacidad de detección variantes minoritarias asociadas a 

resistencias las cuales a largo plazo podrían ser las causantes de fallo virológico 61• 

Estudios previos sugieren que sujetos que no presentaban mutaciones asociadas a 

resistencias en su diagnóstico inicial con el método de Sanger pero que luego fueron 

analizadas con métodos más sensibles obteniendo mutaciones asociadas a 

resistencia en bajos porcentajes; presentaban más del doble de riesgo de 

desarrollar falla virológica después de iniciar el tratamiento 62•  Estos estudios indican 

que las mutaciones minoritarias mayormente encontradas, afectan la efectividad de 

los inhibidores no nucleosídicos de la transcriptasa inversa (INNTI) los cuales son 

utilizados como primera línea de tratamiento a nivel mundial en pacientes recién 

diagnosticados (63,64) 

Factores asociados a falla terapéutica 

La falla terapéutica en un individuo ocurre como consecuencia de un fallo virológico, 

condición que se define como carga vira¡ > 1000 copias/ml luego de 6 meses de 

haber iniciado TAR, sin embargo, está definición puede variar según los criterios 

establecidos por las instituciones de salud de cada país 30• 

Factores como la resistencia primaria, acceso a TAR previa, falta de adherencia al 

tratamiento y presencia de mutaciones minoritarias, podrían estar relacionados al 

desarrollo de falla virológica en PPVVS (65, 66)• La detección temprana de estas 
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mutaciones minoritarias o de baja frecuencia, permite ofrecer un tratamiento dirigido 

con mayor eficacia y control en cada sujeto. Sin embargo, en países en desarrollo 

esta estrategia presenta dificultades para ser ejecutada en el sistema de salud. 

La adherencia al tratamiento en PPVVS puede afectarse por diversos factores 

como; detección tardía, estigma, discriminación, olvidar la toma del medicamento, 

toma de múltiples píldoras, dificultad de acceso a instalaciones de salud, efectos 

adversos del medicamento, factores psicosociales, limitaciones económicas, el 

desabastecimiento de la terapia antirretroviral en las instalaciones de salud, 

influyendo negativamente en la efectividad del tratamiento (67,68,69,70) 

Un meta análisis realizado en el año 2018, el cual comparó 53 estudios, 22,603 

participantes y 25 países, determinó que la adherencia en Latinoamérica era 

alrededor del 70% de la población estudiada. Esto indica que el 30% de las PPVVS 

no lograban alcanzar la supresión vira¡, incrementando el riesgo de transmisión de 

mutaciones asociadas a resistencia 71  

Por otro parte, si los esquemas de TAR no se administran de manera efectiva las 

mutaciones asociadas a resistencia podría extenderse en el organismo, lo que 

tendría como resultado un aumento en el riesgo de desarrollar fallo virológico, falla 

terapéutica, la transmisión de virus resistentes a los medicamentos, disminución de 

las opciones terapéuticas, disminución de la efectividad del programa de tratamiento 

y disminución de la supervivencia del individuo infectado con el virus 72  
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Capítulo II 

Metodologff í a 



2.1. Consideraciones éticas del estudio 

Las muestras utilizadas en este estudio forman parte del proyecto FID14-033 

realizado en el año 2016 el cual incluye la evaluación de estudios como: conteo de 

linfocitos T CD4, carga vira¡ y genotipaje de VIH-1; y cuenta con el consentimiento 

informado de cada paciente y el aval del Comité de Bioética del Instituto 

Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud (ICGES) N°1044/CBI/ICGES/2015. 

La información facilitada por el participante guarda estricta confidencialidad y fue 

utilizada solamente para propósitos de vigilancia en salud. 

Las muestras fueron anonimizadas y se evaluaron los resultados de las pruebas 

subsiguientes trabajando únicamente con el número de identificación de laboratorio. 

2.2. Tipo de estudio 

En el presente estudio de cohorte retrospectivo se identificaron y clasificaron 

variantes virales como causantes de fallo virológico en pacientes naive reportados 

como sensibles al tratamiento en su diagnóstico inicial del año 2016 al 2017. Se 

utilizaron los datos del proyecto FID14-033, el cual ya contaba con la aprobación 

del Comité de Bioética del Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud 

(ICGES). 

Luego del análisis de los datos de sus resultados durante al menos de 12 meses de 

seguimiento, aquellos individuos que no lograron supresión vira¡ fueron 

considerados para la búsqueda de variantes virológicas mediante secuenciación de 
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próxima generación NGS-lllumina. Se utilizó la alícuota de plasma con EDTA de la 

muestra inicial que se encontraba almacenada en el ICGES para la búsqueda de 

mutaciones asociadas a resistencia en baja frecuencia que no fueron detectadas en 

el genotipaje inicial en los participantes del estudio. 

2.3 	Ámbito del estudio 

	

2.3.1 	Universo 

Nuestra población de estudio fue representada por todos los sujetos mayores de 18 

años VIH positivos diagnosticados en el año 2016 que participaron en el proyecto 

realizado en el Instituto Conmemorativo Gorgas de estudio de la Salud, titulado: 

"Hepatitis virales que co-infectan a sujetos VIH positivos en Panamá, evaluación de 

la variabilidad del VI-113, VHC y de la genética del sujeto infectado" FID14-033 y 

presentaron sensibilidad a los medicamentos antirretrovirales en su prueba de 

genotipaje inicial. 

	

2.3.2 	Población de estudio 

La población de estudio está conformada por pacientes VIH positivos que en su 

prueba de Genotipaje de VIH inicial, presentaron sensibilidad a los tratamientos 

antirretrovirales y presentan una carga mayor a 1000 copias/mi- en su muestra 

inicial. 
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2.3.3 	Muestreo 

Se seleccionaron 92 muestras de sujetos naTve atendidos durante el año 2016-2017 

en el Instituto Conmemorativo Gorgas, reportados inicialmente como sensibles al 

tratamiento antirretroviral que no lograron supresión vira¡ luego de 12 meses de 

seguimiento mediante muestreo aleatorio utilizando el programa Win Epi. 

Cálculo de tamaño de muestra: 

La población total del estudio FID14-033 fue de 735 sujetos, en base a una 

prevalencia de resistencia observada en Panamá del 15.6% con un nivel de 

confianza de 95% y  un intervalo de confianza del 5%, estimando una prevalencia 

de 15% de sujetos que no alcancen supresión vira¡, se calculó un tamaño de 

muestra de 195 sujetos. 

2.3.4 Sujetos de Estudio 

Pacientes VIH positivos con diagnóstico reciente que formaron parte del proyecto 

FID14-033 realizado en el periodo 2016-2018 en el ICGES. 

2.3.5 Criterios de inclusión 

. 	Participantes del proyecto FID14-033, mayores de 18 años que presentaron 

sensibilidad a los esquemas de tratamiento empleados en Panamá en su prueba de 

resistencia inicial a los medicamentos y continúan sus pruebas de monitoreo 

rutinaria en el Instituto Conmemorativo Gorgas. 

. 	Firma del consentimiento informado. 
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2.3.6 Criterios de Exclusión 

• Edad menor a 18 años 

• Pacientes que no participaron del estudio FID14-033. 

• Participantes del proyecto FID14-033 que presentaron resistencia a los 

medicamentos antirretrovirales en su prueba de genotipaje de VIH inicial. 

2.3.7 Criterios de Eliminación 

• Muestras de pacientes que no amplifiquen el tamaño esperado en los 

protocolos utilizados. 

• Pacientes que soliciten voluntariamente ser retirados del estudio. 

Selección de muestras a evaluar y creación de tablas de datos 

Se evaluó la base de datos del proyecto FID14-033 y se seleccionaron las muestras 

de aquellos sujetos naive, con resultado sensible en la prueba de genotipaje 

realizada con la metodología de Sanger y que de acuerdo a su carga viral, no 

lograron supresión viral luego de 12 meses de seguimiento. En la Figura 5 se detalla 

el flujo de trabajo utilizado en este estudio. 

Búsqueda y organización de muestras analizadas 

Se creó una lista con el número único de identificación (GP) de las muestras a 

evaluar para realizar la búsqueda organizada en los congeladores del departamento 

de Genómica y Proteómica. Una vez colectadas, se evaluó la integridad y el 

volumen de plasma con EDTA de cada muestra. Las muestras no encontradas 
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fueron eliminadas del estudio y aquellas con volúmenes menores a 500pl fueron 

colocadas en la última lista de extracción y categorizadas como "extracción difícil". 

Por último, todas las muestras identificadas con el número de GP fueron ordenadas 

en cajas correctamente rotuladas y almacenadas a 800C  hasta su uso. 

Extracción de ARN 

La extracción manual del ARN viral se realizó con el kit comercial de QIAmp viral 

RNA kit a partir de muestras de plasma con EDTA de pacientes VIH positivos. Las 

muestras fueron seleccionadas y verificadas de acuerdo a las listas de extracción, 

las muestras fueron descongeladas en hielo dentro de una hielera para preservar la 

integridad del ARN, evitando cambios bruscos de temperatura. 

Una vez descongeladas, aquellas muestras con volumen suficiente se utilizaron 

500pl para la extracción de ARN. Sin embargo, algunas muestras no presentaron el 

volumen requerido por el fabricante por lo que se utilizó el volumen disponible en 

los tubos de almacenamiento. Los volúmenes de las muestras que no cumplían el 

criterio necesario contenían entre 150-450 pl. Se utilizó etanol grado molecular para 

la preparación de reactivos y en la precipitación del ARN. Los procedimientos se 

realizaron de acuerdo a las instrucciones brindadas por el fabricante 13  
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Sujetos nauve sensibles 
a los medicamentos 

antirretrovirales 

POR tiempo final 

¿Se obtuvo 	 No 
amplificado?7' 

Sí 

Secuenciación de próxima 
generación NGS-lllumina (n=78) 

 

Sujeto eliminado 
del estudio 

 

Búsqueda de mutaciones 
asociadas a resistencia 

7_ 
Sujeto. 

7presentó fallo, 
virolágico? 

  

No Análisis de mutaciones 
asociadas a resistencia 
identificadas 

   

Sí 

Búsqueda de mutaciones 
asociadas a resistencia 

en baja frecuencia (n= 19) 

Análisis de mutaciones 
minoritarias asociadas a 
resistencia identificadas 

Figura 5. Flujo de trabajo utilizado para la búsqueda de mutaciones en baja 

frecuencia identificadas en este estudio. 
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Amplificación de ARN viral 

En este protocolo, se utilizaron 2 metodologías de POR tiempo final, una para la 

amplificación del fragmento parcial y otra para el fragmento completo del gen p01 

del VIH. 

• Amplificación del fragmento parcial del gen p01 del VIH 

Para la amplificación del fragmento parcial (que incluye proteasa y transcriptasa 

inversa) se utilizó una metodología casera la cual fue previamente estandarizada en 

el Departamento de Genómica y Proteómica del Instituto Conmemorativo Gorgas 

de estudios de la Salud. Esta amplificación se compone de 3 pasos: una reacción 

de transcripción inversa y dos reacciones en cadena de polimerasa de tiempo final. 

Esta amplificación de tiempo final abarca la proteasa desde el codón 1 al 99 y  la 

transcriptasa inversa del codón 1 al 260. 

La transcripción reversa del ARN se realizó utilizando una mezcla inicial para la 

desnaturalización compuesta por agua grado molecular, deoxiribonuclótido 

trifosfato (dNTP5) a lOnM y el primer Reverse 3798. Seguido, se añadieron 8 pl de 

ARN de cada muestra y se incubaron por 5 minutos en el termociclador a 650O para 

la desnaturalización y separación de las hebras. Finalizados los 5 minutos, se 

realizó una pausa manual o programada en el termociclador para añadir la mezcla 

de amplificación para la transcripción reversa compuesta de 1 pl de agua grado 

molecular, 0.5 pl de la enzima Super Script IV RT, 4 pl de tampón Super Script IV, 

1 pl de ditiotreitol (DTT) y 1 pl de inhibidor de las Rnasas. 
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Para la primera y segunda amplificación del ADN complementario, se utilizó 35 pl 

de agua grado molecular, 0.2pl de la enzima Platinum Taq High Fidelity (Taq HiFi), 

5 pl de tampón 1 O POR, 1.8 pl de MgSO4a 50nM, 1 pl de dNTPs lOnM. Los 

cebadores utilizados para la primera POR: Forward JA269 y reverse JA272 y para 

la segunda amplificación cebador Forward JA270 y cebador Reverse JA271, todos 

a concentración de 10pM y un volumen de a 1 pl cada uno (Ver Tabla 1 para 

mayores detalles referente a los cebadores utilizados). Se añadieron 5p1 de ADN 

complementario en cada reacción de amplificación, obteniendo un volumen final de 

50pl. 

El ciclaje utilizado para la transcripción reversa inició con una desnaturalización a 

65°C por 5 minutos, la transcripción reversa se realizó a 5000  por 60 minutos, 85°C 

por 5 minutos y finaliza a 4°C preservación. La primera amplificación inició con la 

desnaturalización a 94°C por 2 minutos, 30 ciclos con 3 temperaturas de 94°C por 

20 segundos, hibridación de cebadores a 50°C por 20 segundos y la elongación a 

72°C por 1 minuto 30 segundos. Finalmente, 5 minutos más de elongación a 72°C 

y almacenamiento a 4°C. 

El ciclaje utilizado para la segunda amplificación fue casi idéntico a la primera con 

la única diferencia en el número de ciclos para la hibridación y elongación, donde 

se utilizaron 40 ciclos. 
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Tabla 1. Cebadores utilizados para la amplificación de productos del fragmento 

parcial del VIH. 

Cebadores Gen 

blanco 

Secuencia Posición 

Longitud 

del 

amplicon 

Referencia 

Transcripción inversa (RT) 

3798 (R) Poi 

5CAAACTCCCACTC 

AGGAATCCA3' 3780-3801 

(Murillo et 
al., 2010) 

PCRI 

269 (F) Poi 

5AGGAAGGACACCA 

RATGAARGA3' 2043-2064 

1323 pb 

(Murillo et 
al., 2010) 

272 (R) Poi 

5'GGATAAATCTGAC 

TTG000ART3' 3345-3366 

PCR2 

270 (F) Poi 

5'GCTTCCCTCARAT 

CACTCTT3' 2249-2268 

1086 pb 

(Murillo et 
al., 2010) 

271(R) Poi 

5CCACTAAYTTCTGT 

ATRTCATTGAC3' 3311-3335 
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. 	Amplificación del fragmento completo del gen poi del VIH 

La metodología utilizada para la amplificación del fragmento completo del gen poi 

del VIH, que incluye la proteasa, transcriptasa inversa e integrasa, fue descrita 

previamente y adaptada para este estudio 	En esta metodología, los autores 

detallaron el uso de la enzima Super Script IV RT en conjunto con la enzima 

ezDnasa, la cual tiene como objetivo la eliminación de restos de ADN provenientes 

del paso previo de extracción de ADN a partir de plasma. Sin embargo, en este 

protocolo no se utilizó este último complemento. 

En el proceso inicial de transcripción reversa del ARN se utilizaron 10 pl de ARN y 

se desnaturalizaron a 65°C durante 5 minutos, luego se realizó una pausa manual 

o programada y se colocó el plato de 96 pocillos en un bloque frío. Posteriormente, 

se agregó la mezcla para la transcripción reversa compuesta de 4.5 pl de agua 

grado molecular, 2 pl de deoxiribonuclótido trifosfato (dNTP5) a l0nM, 1 pl de 

inhibidor de las Rnasas, 0.5 pl de la enzima Super Script IV RT, 4 pl de tampón 

Super Script IV y  2 pl del cebador reverse 5575 a una concentración de 20pmol. 

Para la amplificación del ADN complementario, para cada muestra se utilizó 35 pl 

de agua grado molecular, 0.2pl de la enzima Platinum Taq High Fidelity (Taq HiFi) 

en lugar de la enzima Platinum Hot Start POR descrita por los autores, 5 pl de 

tampón 1OX POR, 1.8 pl de MgSO4a 50nM, 1 pl de dNTPs lOnM. Los cebadores 

utilizados para la primera PCR: Forward 1810 y reverse 5575 y  para la amplificación 
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anidada se utilizó el cebador Forward 2006 y  cebador Reverse 5264, todos a 

concentración de 20pmol y un volumen de 2 pl para cada uno, obteniendo un 

volumen total de 50 pl. (Ver Tabla 2 para mayores detalles referente a los cebadores 

utilizados). 

El ciclaje utilizado para la transcripción inversa y primera POR inició con una 

desnaturalización a 65°C por 5 minutos, la transcripción reversa se realizó a 5000 

por 10 minutos, seguido de la amplificación inicial de 10 ciclos a 980  0 por 10 

segundos, ciclaje en gradiente de 62-52°C por 10 segundos y elongación a 72°C 

por 2 minutos. La amplificación final con la desnaturalización a 94°C por 2 minutos, 

30 ciclos con 3 temperaturas de 98°C por 10 segundos, hibridación de cebadores a 

52°C por 10 segundos y la elongación a 72°C por 2 minutos. Finalmente, 5 minutos 

más de elongación a 72°C y almacenamiento a 4°C. 

Para la segunda POR anidada con gradiente de temperatura se inició la 

desnaturalización a 94°C por 2 minutos, amplificación inicial de 10 ciclos a 940  0 

por 30 segundos, ciclaje en gradiente de 63-53°C por 30 segundos y elongación a 

72°C por 3:30 minutos. La amplificación final con la desnaturalización a 94°C por 2 

minutos, 30 ciclos con 3 temperaturas de 94°C por 30 segundos, hibridación de 

cebadores a 53°C por 30 segundos y la elongación a 72°C por 3:30 minutos. 

Finalmente, 5 minutos más de elongación a 72°C y almacenamiento a 4°C. 
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Tabla 2. Cebadores para amplificación fragmento completo del VIH: transcriptasa 

inversa, proteasa e integrasa. 

Cebadores 

Gen 

blanco Secuencia Posición 

Longitud 

del 

amplicon 

Referencia 

RT PCR 

1810(F) Poi 5'GCTACAYTAGAAGAA 

ATGATGACAGCATG3' 1810-1838 3766 

Chrysostomou 

y  otros. 2020 

5575(R) Poi 57CTGGGGCTTCCATC 

TATC3' 5554-5575 

PCR 

2006(F) Poi 5'GGGCCCCTAGGAAA 

AAGGG3' 

2006-2024 

3259 

Chrysostomou 

y otros. 2020 

5264 (R) Poi 5'CCTGTATGCAGACC 

CCAATATGTT3' 

5241-5264 

Electroforesis en gel y verificación de productos amplificados 

Una vez obtenidos los amplificados del Vi  ya sea por fragmento parcial o completo, 

estos productos fueron verificados mediante electroforesis en gel de agarosa. El gel 

fue preparado con 0.5 gramos de agarosa ultrapura Promega y 50mL de tampón 
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TBE Biorad preparado al 0.5. Se utilizó Gel Red como colorante fluorescente para 

ácidos nucleicos y escalera de peso molecular de 1 kb para verificar productos de 

fragmento completo y de 100pb para el fragmento parcial, ambas Promega. 

Se mezclaron 5 pl de productos amplificados de cada muestra con 3 pl de colorante 

de carga o migración (Load ing Dye) 6X Invitrogen. Se sirvieron 8 pl de la mezcla de 

cada muestra y colorante de carga en el gel de agarosa y se inició la migración de 

productos a 90 voltios por 1 hora. 

Los fragmentos esperados de aproximadamente 400 pb para el fragmento parcial 

(transcriptasa inversa y proteasa) y de 3259 pb para el fragmento completo 

(transcriptasa inversa, proteasa e integrasa), fueron confirmados mediante el equipo 

UV Gel doc it. 

Purificación de productos de PCR 

Se utilizó el kit comercial Qiaquick POR Purification para la eliminación de 

contaminantes que pueden interferir en el procesamiento de las muestras como 

cebadores, dNTPs y sales presentes en el producto amplificado. Este proceso 

garantiza la obtención de productos amplificados de POR de alta calidad para su 

posterior secuenciación. 

La preparación de los reactivos se realizó como lo detalla el fabricante. 

Se utilizaron tubos de 1 .5m1 para combinar 45 pl del producto amplificado con 225 

pl de tampón PBI el cual actúa uniendo el ADN de doble cadena a la membrana de 
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sílice presente en la columna de purificación, incrementando las concentraciones 

de sales caotrópicas y mediante cambios de pH (pH ácido). Las muestras fueron 

mezcladas mediante vórtex y se verificó que el color de la mezcla presentara un 

color amarillo-naranja, lo que indica que el ph se mantenía en niveles óptimos :5 7.5 

lo que garantiza una adsorción del ADN a la membrana de sílice en 

aproximadamente 95% 75. Seguido, fueron centrifugadas a 13200 rpm por 1 minuto, 

se colocó un nuevo tubo colector y se sirvieron 750 pl de tampón de lavado (FE) 

que contiene también etanol grado molecular, eliminando todos los contaminantes 

y excedentes presentes en el purificado. Se centrifugaron los tubos a 13200 rpm por 

un minuto, se colocó un nuevo tubo colector y se centrifugaron a la misma velocidad 

por 1 minuto extra para eliminar los restos de etanol presentes en la columna. 

Para eluir, se utilizaron 50 pl de agua grado molecular en cada muestra que 

presentó una banda gruesa y con alta fluorescencia en el gel. Aquellas muestras 

con bandas débiles fueron eluidas en 30 pl de agua grado molecular. Se 

centrifugaron los tubos a 13200 rpm por un minuto, el eluido final fue almacenado 

en tubos de 1.5 ml y congelados a -80°C. 

Preparación de librerías para Mi Seq Illumina 

El término "librería" se refiere a la preparación del ADN o ADNc requerida para 

obtener una mezcla final en concentraciones óptimas con los amplificados 

fragmentados e identificados para realizar la secuenciación en el equipo. En este 
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proceso, el ADN es fragmentado en secuencias de 350pb aproximadamente 

mediante métodos enzimáticos y estos fragmentos son marcados con adaptadores 

ligados a 5' y  3' mediante el proceso de tagmentación (Figura 5A). 

La preparación de librerías fue realizada siguiendo los procesos a continuación: 

1. 	Cuantificación de productos purificados: 

Los amplificados purificados en los cuales se observó una banda gruesa y con alta 

fluorescencia en el gel de agarosa, fueron diluidos 1/10 utilizando 90 pl de agua y 

10 pl del amplificado, obteniendo un volumen final de 100 pl de ADN diluido. 

Para la cuantificación inicial de los purificados se utilizó el fluorómetro Qubit con el 

dsDNA HS Assay de Invitrogen como se describe a continuación: 

a. Se rotularon los tubos de Qubit necesarios para la cantidad de muestras a 

cuantificar. 

b. Se preparó la solución de trabajo para el total de muestras a procesar, 

mezclando 199 pl del Tampón dsDNA HS y 1 pl de HS Reagent 200X por cada 

muestra en un tubo cónico de 50 ml. Una vez preparada la solución de trabajo, se 

sirvieron 198 pl en cada tubo de Qubit correspondiente a cada muestra. 

C. 	Se prepararon 2 estándares de lectura indicados por el fabricante, agregando 

190 pl de solución de trabajo a cada tubo y 10 pl de Qubit dsDNA HS Standard #1 

y #2 respectivamente. 
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d. Se añadieron 10 pl de cada amplificado purificado a su tubo Qubit 

correspondiente, se mezclaron bien utilizando el vórtex y se incubaron en la 

oscuridad por 2 minutos. Los controles o estándares fueron procesados al mismo 

tiempo que las muestras. 

e. Los estándares fueron medidos en el Qubit, seguido de las muestras y los 

valores obtenidos fueron tabulados en una tabla. 

Una vez cuantificados todos los amplificados purificados a procesar, fueron diluidos 

con agua nanopura y llevados a una concentración de 0.2 ng/pl. Se sirvieron 30 pl 

de cada producto amplificado diluido en un plato de 96 pocillos para optimizar el 

flujo de trabajo mediante el uso de pipetas multicanal. 

2. 	Tagmentación del producto amplificado y purificado 

Se utilizó un nuevo plato de 96 pocillos para servir 10 ng/pl del tampón de 

tagmentación de ADN (TDB, "Tagment DNA Buffer"), se agregaron 5 pl de cada 

amplicon purificado y diluido previamente a 0.2 ng/pl y luego se añadieron 5 pl de 

la mezcla de etiquetado de amplicon (ATM, "Amplicon tagment Mix) y fueron 

mezcladas con la pipeta multicanal. Se selló el plato con cobertor plástico "Microseal 

B adhesivo" y se centrifugó a 1000 rpm por 1 minuto para eliminar las gotas en las 

paredes del pocillo o exceso burbujas en la superficie. Con el volumen final de 

reacción de 20 pl, se colocó el plato de 96 pocillos en el termociclador a 55°C por 5 

minutos, seguido de una temperatura de almacenaje de 10°C. Una vez el 

termociclador alcanzó los 10°C, el plato de 96 pocillos fue removido del 
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termociclador para agregar inmediatamente el tampón de neutralización para 

detener la acción de la enzima. 

Se agregaron 5 pl por cada pocillo de tampón de neutralización (NTB, "Neutralize 

Tagment Buffer") mezclando en cada muestra con la multicanal, se selló el plato con 

sello adhesivo y se incubó a temperatura ambiente por 5 minutos. El volumen final 

obtenido fue de 25 pl. 

3. 	Ligación de índices-adaptadores 

Luego de la tagmentación, es necesario etiquetar los extremos de cada muestra 

para lograr una identificación única correspondiente a cada muestra y lograr 

secuenciar varias muestras a la vez, permitiendo que el secuenciador identifique 

cada muestra individualmente. Mediante un proceso de amplificación, estos 

cebadores PS (Forward) y P7 (Reverse), son adheridos a los extremos de cada 

muestra y estos son complementarios a los cebadores presentes en la celda de flujo 

donde ocurrirá la reacción de secuenciación por síntesis. 

Siguiendo la programación establecida para las 96 muestras se seleccionaron los 

índices a utilizar, intercalando los índices del set A y B entre cada corrida. 

Los índices fueron ordenados de menor a mayor siguiendo y se añadieron 5 pl de 

cada uno por muestra, obteniendo una combinación única de 2 índices por cada 

muestra. Se agregaron 15 pl de POR master mix de Nextera (NPM) mezclando en 
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cada pocillo obteniendo un volumen final de 50 pl. Se selló el plato con el adhesivo 

plástico, se centrifugó a 1000 rpm por 1 minuto y se colocó en el termociclador con 

las siguientes condiciones: Inactivación de la enzima de tagmentación a 72°C por 3 

minutos, desnaturalización y activación de enzima de ligación a 95°C por 30 

segundos, 12 ciclos de 95°C por 10 segundos, 55 °C por 30 segundos y 72°C por 

30 segundos. La extensión final se realizó a 72°C por 5 minutos y por último, 

almacenamiento a 4°C. 

4. 	Purificación de librería 

Este proceso se basa en la utilización de perlas magnéticas AMPure XP, la cual se 

basa en una química estandarizada que acelera y simplifica la selección del tamaño 

del ácido nucleico requerido mediante el uso de perlas para la preparación de la 

biblioteca de fragmentos para la secuenciación de próxima generación 76  En este 

paso, mediante el uso de perlas magnéticas, los fragmentos con tamaño 

aproximado de 400 pb son seleccionados y el resto son eliminados de la librería. 

Las perlas magnéticas fueron atemperadas 30 minutos antes de iniciar el proceso y 

mezcladas mediante vórtex. En un plato MIDI de 96 pocillos, se agregaron los 50 pl 

del producto final de ligación previo y se añadieron 30 pl de perlas con una pipeta 

multicanal. El plato MIDI fue sellado con el adhesivo plástico y se colocó en el 

agitador de platos a 1800 rpm por 2 minutos. Se realizó una incubación a 

temperatura ambiente durante 5 minutos. Luego, se colocó el plato MIDI sobre el 

61 



soporte magnético durante 2 minutos para obtener un botón de perlas en cada 

pocillo. Con el plato MIDI sobre el soporte, se descartó el sobrenadante de cada 

pocillo, teniendo el mayor cuidado al aspirar y no tocar el botón de perlas. Se utilizó 

etanol grado molecular al 80%, sirviendo 200 pl en cada pocillo y luego de 30 

segundos de incubación fue removido. 

Se realizaron 2 lavados con etanol al 80%, siendo este último un paso importante 

en donde se removieron todos los restos de etanol presentes en los pocillos. El plato 

MIDI de 96 pocillos se dejó secar al aire durante 15 minutos sobre el soporte 

magnético para remover cualquier resto de etanol remanente. Luego, el plato MIDI 

de 96 pocillos fue removido del soporte magnético, se agregaron 52.5 pl de tampón 

de resuspensión (RSB, "Resuspension buffer") mezclando y homogenizando la 

mezcla con la pipeta multicanal, se selló con el adhesivo plástico y se mezcló en el 

agitador magnético a 1800 rpm durante 2 minutos. Se incubó el plato MIDI de 96 

pocillos a temperatura ambiente durante 2 minutos y luego fue colocado el soporte 

magnético durante 2 minutos para la formación del botón de perlas. Por último, con 

una pipeta multicanal se transfirieron 45 pl del sobrenadante a un nuevo plato de 96 

pocillos y fue almacenado a 20°C para su posterior procesamiento. 

5. 	Normalización de librería 

Este proceso es requerido para obtener una librería en concentraciones óptimas y 

concentraciones iguales para cada muestra para garantizar una óptima formación 
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de grupos de secuencias o "clusters" y datos de alta calidad. La normalización 

puede realizarse de forma manual, diluyendo cada muestra de forma individual o 

mediante el uso de perlas magnéticas, siendo esta última la utilizada en este 

protocolo. 

En un nuevo plato MIDI de 96 pocillos, se añadieron 20 pl a cada pocillo de los 

amplicones purificados y marcados con los índices del proceso anterior. El restante 

presente en el plato de 96 pocillos, fue sellado y almacenado a -20°C en caso de 

ser requerido nuevamente. 

En un tubo cónico de 15 ml se agregaron 44 pl de LNA1 (Library Normalization 

Additives 1) por cada muestra y  8 pl de perlas LN131. Las perlas LN131 (Library 

Normalization Beads 1) se mezclaron por vórtex por 1 minuto y se mezcló por 

inversión hasta lograr una solución homogénea. El tubo cónico de 15 ml fue 

mezclado por inversión y se sirvió en un reservorio para agregar 45 pl de la mezcla 

LNA1/LNB1 a cada muestra, inclinando el reservorio entre cada pipeteo para 

mantener las perlas en una mezcla homogénea. Se selló el plato con adhesivo 

plástico y el plato MIDI se colocó en el agitador de platos a 1800 rpm por 30 minutos. 

Al finalizar, se colocó el plato MIDI en el soporte magnético por 2 minutos para que 

las perlas formaran el botón. Se descartó el sobrenadante de cada pocillo, se retiró 

del soporte magnético y se procedió a realizar 2 lavados con tampón LNW1 (Library 

Normalization wash 1) para eliminar restos contaminantes en la librería. 
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Se preparó NaOH a 0.1 N y se añadieron 30 pl a cada pocillo. El plato MIDI fue 

sellado con adhesivo plástico y colocado en el agitador magnético a 1800 rpm por 

5 minutos. Luego, se colocó 2 minutos en el soporte magnético para formar el botón 

de perlas y se sirvieron 30 pl del sobrenadante en un nuevo plato de POR de 96 

pocillos, evitando servir algún restante de perlas. Finalmente, al plato de POR se 

agregaron 30 pl de LNS1 (Library Normalization Storage Buffer) y se mezclaron con 

la pipeta multicanal, obteniendo un volumen final de 60 pl. Este producto de POR 

normalizado fue almacenado a -20°O para su posterior secuenciación en el MiSeq. 

Secuenciación de próxima generación (NGS) 

La librería es cargada en una celda de flujo donde los fragmentos de ADN 

fragmentados y marcados, se unen a adaptadores complementarios presentes en 

la superficie de la celda. Mediante una reacción de amplificación por puente o de 

síntesis, los fragmentos son amplificados en grupos de secuencias clonales (Figura 

5B). La longitud de onda emitida e intensidad son utilizadas para identificar cada 

base y este proceso se repite de forma cíclica "n" cantidad de tiempos para crear 

lecturas de "n" longitud de bases 

La secuenciación por síntesis utiliza terminadores de cadena reversible la cual 

detecta la unión individual de bases nitrogenadas una vez son incorporadas a la 

hebra de ADN (Figura 50). Las uniones de los 4 terminadores de cadena reversibles 

(A, G, T, O) ocurren durante cada ciclo de secuenciación, lo que permite que la 
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competencia natural disminuya el sesgo de incorporación y reduzca en gran medida 

la tasa de errores comparados con otras metodologías. 

Luego de la reacción de secuenciación se generan miles de millones de lecturas y 

cada una contiene la secuencia de típicamente 100 bases de longitud, de un solo 

clon del fragmento amplificado. Posteriormente, se realiza el análisis y generación 

de archivos dentro del equipo que generalmente implica el procesamiento de 

imágenes para generar las secuencias de bases correspondientes a cada 

fragmento, la conversión de archivos de secuencias a archivos legibles y la 

alineación de las secuencias obtenidas con la secuencia de ADN de referencia para 

la identificación de variantes presentes en la secuencia de interés. 

En este protocolo se utilizaron cartuchos de 500 ciclos Nextera V2 para la 

secuenciación y se utilizó la plataforma MiSeq. 

Análisis de datos 

Las secuencias obtenidas fueron alineadas y comparadas con la secuencia de 

referencia para identificar cambios como mutaciones, polimorfismos, inserciones y 

delecciones en las mismas (Figura 5D). Los archivos Fastaq generados por el Miseq 

fueron cargados a la plataforma de Jupyter, plataforma que contaba con los 

paquetes necesarios para realizar los análisis con el programa estadístico R. En 

este programa, se generaron carpetas de acuerdo a cada corrida realizada en el 

equipo y se inició el análisis de datos con el algoritmo desarrollado para análisis de 
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resistencias asociadas a VIH. Mediante el programa R, fue posible analizar las 

mutaciones asociadas a resistencia presentes en cada muestra en porcentajes 

menores a 1% hasta 99%, los polimorfismos identificados, cobertura individual y 

general en cada corrida, el rango de nucleótidos secuenciados en cada muestra 

analizada, los archivos consenso de cada muestra y un consenso final 

correspondiente a las muestras analizadas simultáneamente. 

Para la determinación de las mutaciones de interés presentes en cada muestra, el 

algoritmo utilizado en el programa R, utiliza los datos contenidos en la base de datos 

HyDRA, sitio web utilizado para el análisis de datos Fastaq para la determinación 

de resistencias contra los medicamentos del VIH provenientes de la Secuenciación 

de próxima generación en la plataforma MiSeq. 

Los datos generales y demográficos como sexo, edad, residencia, orientación 

sexual, valores de cuantificación de Linfocitos T CD4+ y valores de carga vira¡ 

fueron analizados mediante algoritmos desarrollados en el programa R con el cual 

se crearon tablas, gráficas de barra, gráficas de bigotes y herramientas visuales 

para el análisis de datos. 
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A Preparación de librerías 

ADN genómico 	 

Adaptadores 

Secuenclaclón 
de librerias 

( 4 ) 

B. Amplificación de secuencias por 
grupos (cluster) 

,l1 

	Celda de flujo 

Ciclos de 
amplificación por 

puente 

Fragmentación 

Ligación 

Grupos de secuencias 
amplificadas (cluster) 

La libren a es cargada en una celda de flujo y los 
fragmentos se unen en la superficie mediante donde son 
amplificados por reacción de síntesis o puente. 

D. Análisis de datos y alineamiento 

Lecturas 

ATGGCATG CAArVrGACAT 
TGGCATTG CAATFTG 

AGATGGTAUG 
GATGGCATTGCAA 

GCATTGCAA1TTGAC 
ATGGCAUG CAATT 

AGATGGCATTG CAATFG 

Secuencia de referencia AGATGG TATTGCAATTTGACAT 

La librería de NGS se preparo fragmentando una 
muestra de ADN y ligando adaptadores 
especializados en ambos fragmentos finales. 

Clasi.l 1 R..d 1. GAGI 
ckats2>R.sd2:TTGA 
ciusl.r 3 R..d 3: CTAG.. 
Chater 4 F~ 4- MAC.. 

Los reactivos de secuenciación. incluyendo los 
nucleótidos marcados con fluorescencia son añadidos 
y la primera base es incorporada. La celda de flujo 
capturo mediante imágenes la emisión de cada grupo 
de secuencias. 

Las lecturas son alineadas con una secuencia de 
referencia con programas bioinformáticos. Luego. es 
posible Identificar las diferencias entre la secuencia 
obtenida y la de referencia. 

Archivo 
fastaq 

C Secuenciación  

Ciclos de 
secuenciación 

  

 

o 
Imagen digital 

  

Los datos son exportados 
en un archivo final 

 

Figura 6. Esquema del flujo general de la secuenciación por NGS. La secuenciación 

por NGS comprende 4 pasos básicos: A) Preparación de librerías, B) Amplificación 

de secuencias por grupos (cluster), O) Secuenciación y D) Análisis de datos y 

alineamiento. 11 
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2.4 	Materiales y Métodos 

Tabla 3. Materiales para extracción de ARN viral a partir de plasma con EDTA 

Reactivos Materiales Equipos 

• Control Positivo • Bolsas 	de • Cabina 	de 	bioseguridad 

• Control Negativo bioseguridad rojas nivel 2 (CBS II) 

• Carrier RNA • Piloto punta fina • Centrífuga refrigerada 

• BufferAVL • Microtubos • Vórtex 

• Etanol 	absoluto cónicos de 	1.5 ml con • Cronómetro 

(100%) tapa 	a 	presión 	"snap • Nanodrop 

• BufferAWl cap") .5- • Micropipetas 	de 	0-5- 

BufferAW2 Buffer AW2 • Microtubos lOpl, 	100-1000 	pi, 	lo- 

Buffer cónicos de 	1.5 ml con l00pl 

AVE tapa de rosca. 

• Agua 	grado • Gradilla 	para 

molecular 	libre 	de tubos cónicos de 1 .5m1 

nucleasas • Puntas 	de 

micropipetas 	de 	100- 

1000 	pi, 	lO-lOOpI, 	0.5- 

lOpI. 

• Tubos colectores 

de 2.Oml 
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• Tubos cónicos de 

15 ml 

• Tubos cónicos de 

50 ml 

Para realizar la limpieza se utiliza cloro al 10% y  Alcohol al 70%. 
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Tabla 4. Materiales y reactivos para amplificación de ARN viral a partir de 

plasma con EDTA 

Reactivos Materiales Equipos 

• Agua grado molecular • Platos de 96 pocillos • Micropipetas 	de 

• dNTP lOMm • Tapas en tiras 100-1000 pi, 200 

• 

0 

Cebadores 

Buffer Super Script IV 

• Tubos 1,5 ml y  0.2 ml 

• Puntas de lOpl 

pi, 10-100 pi, 0.5-

lOpl 

• 2x Buffer Super Script • Puntas de lOOp • Termocicladores 

IV RT • Puntas de 200pl tiempo final 

• 1 O PCR Buffer • Puntas de 1000pl • Microcentrífuga 

• 0.1DTT • Bolsas 	rojas 	de • Vórtex 

• Rnasa Inhibitor bioseguridad • Cabina 	de 

• Super Script IV rt • Gradilla 	fría 	para bioseguridad tipo 

• Taq HiFi platos de 96 pocillos 2 

• MgSO4 • Bloque frío para tubos 

de 1,5 ml y 0.2 ml 
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Tabla 5. Reactivos, materiales y equipos necesarios para la preparación de 

librerías de ¡ilumina 

Reactivos Materiales Equipos 

• Kit 	de 	cuantificación • Platos de 96 pocillos • Micropipetas 	de 

Qubit ds DN HS Assay • Sellador de platos 100-1000 pi, 200 

• Kit de tagmentación • Tubos para Qubit .5- pi, 10-100 pi, 0.5- 

IndexesAyB Indexes A y B • Tubos l,5mlyO.2m1 lOpI 

• Perlas 	magnéticas • Tubos cónicos de 15 • Termocicladores 

para 	purificación 	del ml y  50 ml tiempo final 

producto • Platos MIDI • Qubit 

• Etanol absoluto • Magneto 	para • Secuenciador Mi 

• NaOH 1 N purificación con perlas Seq 

• Kit de normalización • Puntas de 10pl • Microcentrífuga 

• Kit de secuenciación • Puntas de lOOp • Vórtex 

Nextera XT versión 2 • Puntas de 200pl • Agitador 	de 

• Control PhiX 10pM • Puntas de 1000pl platos 

• Cartuchos 	de 	500 • Reservorios • Agitador/rotador 

ciclos • Bolsas 	rojas 	de de tubos 

bioseguridad • Balanza analítica 

• Pipeta 	serológica 	de • Cabina 	de 

25m1 bioseguridad tipo 

2 
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• Gradillas 	para 	platos 

de 96 pocillos 

• Cámara 

extracción 

de 

de 

• Gradillas 

de 1,5 ml y  0.2 ml 

para tubos 

• 

• 

gases 

Cámara 

electroforética 

Generador 

voltajes 

de 
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CAPÍTULO 111 

RESULTADOS 



Datos clínicos y demográficos de los participantes del estudio 

En este estudio, se analizaron los datos de historia clínica y resultados de 

monitoreos de carga vira¡ y conteo de CD4+ en las 78 muestras analizadas. Todos 

los sujetos eran pacientes naTve en el momento de su participación del estudio y 

fueron reclutados en su primera cita de monitoreo en el ICGES luego de aceptar 

participar del estudio FID14-033. 

La mayoría eran hombres (78.48%, n= 62). La edad promedio fue de 25 y  30 años 

mujeres y hombres, respectivamente. Los datos clínicos y demográficos se 

muestran en la Tabla 5. 

La mediana de la carga vira¡ basa¡ fue de 10gb 0 4.75 copias/ml. 
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Datos clínicos y demográficos 

Número de muestras 78 

Sexo 

Hombres: 78.2%, n=61 

Mujeres: 21.8%, n=17 

Edad 

Hombres: 25 años 

Mujeres: 30 años 

Conteo linfocitos T CD4+ 

inicial 

Mediana: 330 células/pl 

Mínimo-máximo: 10-1265 celulas/pI 

Carga viral 

Mediana: log lo 4.76 copias/ml 

Mínimo-máximo: log io3.lO-6.23 

copias/ml 

Nacionalidades 

Panamá: 85.9%, n=67 

Colombia: 7.8%, n=6 

Venezuela: 3.8%, n=3 

Nicaragua: 2.5%, n=2 

Residencia 

Panamá Centro: 87.18%, n=68 

Panamá Oeste: 6.41%, n=5 

Región Central: 3.85%, n=3 

Panamá Este: 2.56%, n=2 

Grupos de riesgo 

Heterosexuales: 48.72%, n=38 

Homosexuales: 46.15%, n=36 

Bisexuales: 5.12%, n=4 

Tabla 6. Datos clínicos y demográficos de los 78 participantes naTve VIH-1 

positivos y sensibles a la terapia antirretroviral en su diagnóstico inicial. 
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Extracción de ARN viral 

La extracción de ARN vira¡ del VIH-1 se realizó de forma manual con el kit de 

QIAGEN QlAamp viral RNA. Se utilizaron 500pl de plasma con EDTA en la mayoría 

de las muestras, sin embargo, 4 muestras no presentaban el volumen requerido por 

lo que la extracción se realizó con volúmenes entre 1140-400pl siguiendo las 

recomendaciones detalladas por el fabricante para la extracción de ARN con 

volúmenes bajos de plasma. 

Amplificación del ARN fragmento completo del gen poi VIH 

De las 102 muestras seleccionadas inicialmente, 22 muestras no fueron 

encontradas en los congeladores de almacenamiento del ICGES y  2 muestras no 

amplificaron con ninguno de los 2 protocolos utilizados por lo que fueron eliminadas 

de este estudio por lo que nuestro tamaño de muestra final fue de 78 muestras. 

Luego de la extracción del ARN viral de VIH-1, se realizó la POR de tiempo final y 

se obtuvieron 21/78 para la transcriptasa inversa del codón 1-560 y  proteasa del 

codón 1-99 mediante una metodología de POR tiempo final casero utilizada en el 

Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud (IOGES). 57/78 muestras 

fueron amplificadas por la metodología antes descrita (artículo de referencia) para 

obtener el fragmento completo de VIH (transcriptasa inversa codón 1-560, proteasa 

codón 1-99 e integrasa codón 1-288). 
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li * Amplificados 
de interés JIIU;4 

Amplificados 
de interés 

Bandas 
iiiespecíficas 

Los 78 amplificados fueron confirmados mediante electroforesis en gel de agarosa 

al 1 % y tampón TBE al 0.5X, con fragmentos esperados de aproximadamente 1200 

pb para el fragmento parcial del gen poi (transcriptasa inversa y proteasa) y de 1300 

pb para el fragmento completo del gen p01 (transcriptasa inversa, proteasa e 

integrasa) (Ver Figura 6). 

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa para los productos amplificados de la 

proteasa, transcriptasa inversa e integrasa (amplificación completa del gen p01). Se 

observan las bandas con tamaños aproximados de 3000 pb, utilizando escaleras de 

peso molecular de 1 kb. 
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa para los productos amplificados la 

proteasa y transcriptasa inversa (amplificación parcial del gen poi). Se observan las 

bandas con tamaños aproximados de 1200 pb, utilizando escaleras de peso 

molecular de 100 pb. 

Purificación de productos de PCR 

Los 78 amplificados fueron purificados satisfactoriamente mediante el kit comercial 

POR Qiaquick Purification, obteniendo un volumen total aproximado de 50pl para 

las bandas fuertes y  30 pl para las bandas débiles obtenidas en el gel de agarosa. 

78 



Secuenciación de ¡ilumina NGS MiSeq 

Las 78 muestras analizadas en este estudio, fueron secuenciadas previamente 

mediante la metodología de Sanger para la proteasa y transcriptasa, en un estudio 

previo realizado en el ICGES (FID14-033). Los resultados de su genotipaje inicial 

indicaron que las 78 muestras presentaban sensibilidad frente a los antirretrovirales. 

Los 78 purificados obtenidos fueron preparados en librerías de Nextera-Illumina y 

posteriormente secuenciadas de manera satisfactoria utilizando la plataforma 

MiSeq. Las métricas de la secuenciación obtenida en los 4 ensayos, se representan 

en la Tabla 6. Las métricas de secuenciación obtenidas en todos los ensayos fueron 

aceptables, el porcentaje de error fue bajo, el valor Q30 obtenido en todas las 

corridas fue aceptable y los valores obtenidos de lecturas que pasaron el filtro (PF%, 

por sus siglas en inglés), indican que hubo una formación adecuada y balanceada 

de grupos de secuenciación (cluster, por sus siglas en inglés). 
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Corridas 	Rendimiento 	Rendimiento 	Alineamiento 	Rango de 	Valor de 

	

final estimado 	obtenido 	(%) 	error (%) 	Q30 

(Gb) 	 (Gb) 

Ensayo 1 

Lectura 

1 

2.50 2.50 2.87 1.32 

93.30 

Lectura 

2 

2.50 2.50 2.83 1.36 

Ensayo 2 

Lectura 

1 

6.25 6.25 5.21 1.08 

81.3 

Lectura 

2 

6.25 6.25 4.96 2.70 

Ensayo 3 

Lectura 

1 

Lectura 

2 

6.14 6.14 5.32 1.04 

83.6 

6.14 6.14 5.20 1.25 

Ensayo 4 

Lectura 

1 

4.37 4.37 8.72 0.92 

88.5 

Lectura 

2 

4.37 4.37 8.55 1.50 

Tabla 7. Métricas de la secuenciación MiSeq obtenidas en cada corrida 
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Análisis de secuencias NGS MiSeq 

La data obtenida de todas las muestras secuenciadas, fue analizada mediante el 

programa R utilizando un algoritmo basado en la base de datos de la Universidad 

de Stanford de Canadá para la búsqueda de mutaciones asociadas a resistencia de 

VIH-1. Estos resultados fueron comparados con los obtenidos previamente en la 

secuenciación de Sanger. 

Para la búsqueda de mutaciones minoritarias en general, se identificaron aquellas 

mutaciones con frecuencias ~: 5% en las muestras analizadas. Además, en aquellos 

pacientes que luego de 12 meses de monitoreo no lograban alcanzar supresión vira¡ 

sostenida, se identificaron mutaciones de interés en valores :5 1% de la población 

vira¡. Mutaciones presentes en valores 1-20% fueron consideradas como 

mutaciones minoritarias. 
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Figura 9. Datos de cobertura y profundidad de lecturas obtenidos en las muestras 

analizadas. Se observa una mayor cobertura del fragmento en las muestras con 

amplificación de la proteasa, transcriptasa inversa y proteasa a diferencia de la 

cobertura obtenida en las muestras en las que se obtuvo el amplificado mediante la 

metodología de fragmento parcial, en la que se observa un fragmento pequeño. 
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Análisis de fragmentos obtenidos 

. 	Proteasa 1-99 

Se obtuvieron 78 amplificados de las muestras analizadas para la proteasa, desde 

la posición 1 a la 99 de aminoácidos que conforman esta enzima. 

En la Figura 6 se muestra la frecuencia de mutaciones identificadas en porcentajes 

> 5% presentes en la proteasa. 

Se identificaron mutaciones accesorias de vigilancia en más de 40 muestras como 

la L63P, M361, V771 y la mutación 193L. Además, se identificaron otras mutaciones 

que presentaban alta frecuencia como V31, S37N y la R41K sin embargo, estas 

mutaciones no están asociadas a resistencia. 

Frecuencia de cambios en aminoácidos fragmento proteasa 

o 

II 1111 0 co lá  o 

Posición de 	nctcidc 

Figura 10. Gráfico de frecuencia de cambios en aminoácidos en la proteasa. Se 

observa la distribución de frecuencias en los cambios de aminoácidos desde la 

posición 1-99. En color azul se indican los cambios que son de vigilancia 
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epidemiológica pero no confieren resistencia y en color negro, cambios de 

aminoácidos en alta frecuencia que no confieren resistencia. 

. 	Transcriptasa inversa 1-560 

Para esta enzima, se obtuvo la secuenciación del fragmento completo de las 78 

muestras analizadas cubriendo desde la posición 1 a la 560. 

En la Figura 7 se muestra la frecuencia de mutaciones identificadas en porcentajes 

> 5% presentes en la transcriptasa inversa en las muestras analizadas. Las 

posiciones con mayor frecuencia de cambios de aminoácidos fueron L21 4F, El 221‹, 

R277K y T376A, sin embargo estos cambios no están asociados a resistencia a los 

inhibidores de la transcriptasa inversa. 

Frecuencia de cambios en aminoacidos fragmento Transcriptasa reversa 

75 	iOO 12,  s 15(1 1 	 350 375 400 425 450 

Posición de aminoácidos 

Figura 11. Histograma de frecuencia de cambios en aminoácidos en el fragmento de la 

Transcriptasa inversa. Se observa la distribución de frecuencias en los cambios de 

aminoácidos desde la posición 1-560. En color negro se indican los cambios de 

aminoácidos en alta frecuencia, sin embargo, no confieren resistencia. 
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. 	Integrasal-288 

Para esta enzima, se obtuvo la secuenciación del fragmento completo del gen poi 

de 57 muestras analizadas desde la posición 1 a la 288. 

En la Figura 8 se muestra la frecuencia de mutaciones identificadas en porcentajes 

> 5% presentes en la integrasa. En el análisis de los cambios de aminoácidos 

presentes en esta enzima, se identificaron D1OE, Al 24N, Al 24T y N232D como los 

de mayor frecuencia los cuales no están asociados a resistencia frente a los 

inhibidores de la integrasa. 

Frecuencia de cambios en aminoácidos fragmento Integrasa 

601  

      

      

     

     

     

   

[J.I. . J, , hh 

  

ji.. Alá IlhI 1 

  

  

20 40 60 80 100 120 140 160 
Posición de an*ioácktos 

Figura 12. Histograma de frecuencia de cambios en aminoácidos en la integrasa. 

Se observa la distribución de frecuencias en los cambios de aminoácidos desde la 

posición 1-288. En color negro se indican los cambios de aminoácidos observados 

en alta frecuencia, sin embargo, no confieren resistencia. 
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Análisis de mutaciones minoritarias asociadas a resistencia en porcentajes > 

5 % de la población vira¡ 

. 	Inhibidores de la proteasa (INPR) 

Los análisis realizados en el programa R indicaron que 75/78 de las muestras 

analizadas presentaron al menos 1 mutación menor o accesoria asociada a 

resistencia de los inhibidores de la proteasa con frecuencia igual o mayor al 5%. 

Ninguna de estas mutaciones fue detectada previamente por la metodología de 

Sanger debido a su baja frecuencia en la población vira¡ del individuo. 

Se identificaron 21 mutaciones accesorias de vigilancia asociadas a resistencia a 

los INPR, siendo 193L la mutación accesoria más frecuente, detectada en 55 

muestras. 

86 



14 

10 

3 

PI' 

2 	2 
1 	1 	1 

19 

37 

20 

Muestras con mutaciones 2t 5% asociadas a resistencia JNPR 

-4 

Mutaciones asociadas a resistencia Inhibidores de Proteasa (INPR) 

Figura 13. Frecuencia de mutaciones asociadas a resistencia identificadas en la 

proteasa en los sujetos de estudio 

. 	Inhibidores de la transcriptasa inversa (ITI) 

De 78 muestras analizadas, 17 presentaron 1 mutación asociada a resistencia a la 

transcriptasa inversa con frecuencia ~i 5%. En la Tabla 7 se presentan las muestras 

en las que se identificaron mutaciones asociadas a resistencia de INTI en frecuencia 

> 5% de la población viral. Se identificaron 7 mutaciones asociadas a resistencia en 

total. 8 muestras presentaron 1 mutación asociada a resistencia a los INTI y 9 a 

INNTI. De acuerdo a la base datos de la Universidad de Stanford, se observan 

cambios a "altamente resistente" y "resistencia potencial baja". 
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Figura 14. Frecuencia de mutaciones asociadas a resistencia identificadas la 

transcriptasa inversa en los sujetos de estudio 

La mutación accesoria asociada a resistencia INTI más frecuente en las 79 

muestras analizadas fue la mutación accesoria V1181, la cual al presentarse 

únicamente no causa cambios en los niveles de sensibilidad al tratamiento por parte 

del virus. La mutación asociada a resistencia de los INNTI más común fue la 

mutación mayor V1061 la cual causa resistencia potencial baja a NVP. No se 

observaron muestras con mutaciones para ambos inhibidores. De manera 

interesante, en la muestra 201606608 se identificó la mutación mayor K103N que 

se caracteriza por disminuir la sensibilidad a los INNTI, presentando una resistencia 

alta a EFV y NVP. Por otro lado, en la muestra GP1 62573 se identificó la mutación 

no polimórfica poco común K70E la cual causa resistencia alta a ABC y TDF. 
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Antirretroviral 

ID muestras 

Mutaciones 

identificadas 

Abacabir 

(ABC) 

Lamivudina 

(3TC) 

Tenofovir 

(TDF) 

Zidovudina 

(AZT) 

Efavirenz 

(EFV) 

Nevirapina 

(NVP) 

INTI INNTI 

1.  201606608 KI03N S S S S RA RA 

2.  201607722 V1061 S S S S S RP 

3.  201608441 V1061 S S S S S RP 

4.  201609251 T69N S S S S S S 

5.  201609966 V1061 S S S S S RP 

6.  201610189 V1181 S S S S S S 

7.  201615387 V1181 S S S S S S 

8.  GP161156 V1181 S S S S S S 

9.  GP162276 V1181 S S S S S S 

10.  GP162573 K70E •RA RP RA S S S 

11.  GP162654 V1061 S S S S S RP 

12.  GP163288 V1061 S S S S S RP 

13.  GP163418 V1061 S S S S S RP 

14.  GP163558 V1181 S S S S S S 

15.  GP165216 KIOIQ S S S S S S 

16.  GP165217 V179D S S S S RP RP 

17.  GP16899 KIOIQ S S S S S S 

Tabla 7. Listado de muestras con mutaciones minoritarias de los INTI con frecuencia ~: 5% 

de la población vira¡ y su interpretación en la TAR. 

S Sensible; Resisteflcia pQterlcial: RB Resisteflcia baja; m Resistencia mterrnedia; 

    

RA Resistencia alta 
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Figura 15. Frecuencia de mutaciones asociadas a resistencia identificadas en la 

integrasa en los sujetos de estudio. 

9/78 muestras presentaron al menos 1 mutación accesoria o polimórfica asociada a 

inhibidores de integrasa. En la Tabla 8 se presentan las muestras en las que se 

identificaron mutaciones asociadas a resistencia de INSTI en frecuencia ~: 5% de la 

población viral y su interpretación frente a los antirretrovirales. 

Se identificaron 5 mutaciones mayores y accesorias en las 78 muestras analizadas. 

La mutación asociada a resistencia con mayor frecuencia fue L741, mutación 

polimórfica accesoria que es comúnmente detectada en sujetos naTve en 

porcentajes entre 0.5 al 5%. Por si sola, no causa cambios en la sensibilidad de la 

TAR. De un total de 9 muestras, 8 presentaron 1 sola mutación y únicamente la 
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muestra GP161317 muestra presentó 3 mutaciones asociadas a resistencia de los 

INSTI. 

Los cambios en la sensibilidad a los INSTI, se observaron en las muestras 

201610012, 201610276, GP161317 y GP163553 en donde presentaron resistencia 

potencial a RAL y EVG debido a la presencia de mutaciones como Q95K, El 57Q y 

L741 M. 
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Antirretroviral 

ID 

muestras Mutaciones identificadas 

Dolutegravir 

(DTG) 

Raltegravi r 

(RAL) 

Elvitegravi r 

(EVG) 

1.  201606478 

L741 (accesoria 

polimórfica) 

S S S 

2.  201610012 095K (no polimórfica) S 

3.  201610276 El 57Q (polimórfica) S 

4.  201611408 V1511 (accesoria) S S S 

5.  201613672 L741 (accesoria 

polimórfica) S S S 

6.  201619472 L741 (accesoria 

polimórfica) 

S S S 

7.  GP161317 L741, L74M, E157Q S RP RP 

8.  GP163553 El 57Q (polimórfica) S RP RP 

9.  GPI 63788 VI 511 (accesoria) S S S 

Tabla 8. Listado de muestras con mutaciones accesorias minoritarias o polimórficas 

de los INSTI con frecuencia ~: 5% de la población vira¡ y su interpretación frente a 

los antirretrovirales. 

S 
	Sensible; 	Resistencia potencial; 	RB 

	Resistencia baja 	Rl 
	Resistencia intermedia; 

RA Resistencia alta 

  

92 



Búsqueda de mutaciones minoritarias en sujetos que no lograron supresión 

viral sostenida durante al menos 12 meses de monitoreo. 

De los 78 sujetos de estudio, se realizó una búsqueda de sujetos que presentaban 

carga viral mayor a 1000 copias/ml luego de su diagnóstico inicial. Para la búsqueda 

de las muestras, se realizó un filtro a la base de datos utilizando el programa 

estadístico R en donde se incluyeron todos los monitoreos de carga viral de VIH de 

los 78 sujetos de estudio en un periodo de al menos 112 meses. 

Un total de 19 sujetos presentaron al menos un monitoreo con carga viral ~: 1000 

copias/ml luego de 2 meses de monitoreo tomando TAR y se realizó la búsqueda 

de mutaciones minoritarias como posible causa de fallo virológico en estos 

participantes. El fallo virológico es definido como un aumento de la carga viral en 

niveles> 1000 copias/ml luego de 6 meses de haber iniciado la TAR. En la Figura 

9 se muestras la distribución de la carga viral y la cuantificación de Linfocitos T 

CD4+ en los 19 sujetos. 
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Figura 16. Distribución y correlación entre los monitoreos de la carga vira¡ y los 

Linfocitos T CD4+ en sujetos con posible fallo virológico. En el diagrama se 

representa en el eje de las ordenadas, la carga vira¡ en escala logarítmica mientras 

que en el eje de las abscisas se representan los meses en donde se realizó las 

pruebas de monitoreo. Cada participante se diferencia por un color específico, se 

dividen por sexo y los linfocitos T CD4+ están representado por el tamaño de los 

puntos indicados en la imagen. 
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. 	Inhibidores de la transcriptasa inversa 
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Figura 17. Frecuencia de mutaciones minoritarias asociadas a resistencia 

identificadas en la transcriptasa inversa en sujetos con fallo virológico. 

Se identificaron 11/19 muestras con al menos una mutación minoritaria asociada a 

resistencia de ¡Ti. En análisis se detectaron 10/11 muestras con al menos 1 

mutación minoritarias asociada a INTI y  5/11 muestras con al menos una mutación 

minoritaria asociada a INNTI con frecuencia igual o menor al 1%. 

Entre las 11 muestras con mutaciones minoritarias asociadas a INTI, 3 muestras 

presentaban una combinación de INTI, INNTI y otras mutaciones de interés, 1 

muestra presentaba 1 mutación minoritaria de los INTI y  1 mutación de INNTI, 6 
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muestras solo presentaban 1 mutación asociada a INTI y por último, 1 muestra 

presentaba 1 mutación minoritaria asociada a INNTI. 

En cuanto a los cambios en la sensibilidad frente a los antirretrovirales, por ejemplo, 

la muestra GP164466 presenta resistencia alta para NVP, resistencia intermedia a 

ABC y EFV, resistencia baja a TDF y AZT y resistencia potencial a 3TC y FTC 

debido a la presencia de mutaciones accesorias minoritarias y discriminatorias 

asociadas a INTI e INNTI: D67E, L741, V75E1, F77L y N3481, P2251-1, V1081, 

respectivamente. De igual manera, la muestra GP161317 presentó cambios en la 

susceptibilidad a la TAR como resistencia intermedia a ABC, AZT, EFV y NVP; 

resistencia baja a TDF y resistencia potencial a 3TC y FTC como resultado de la 

presencia de mutaciones minoritarias a INTI e INNTI en porcentajes :5 1% como 

D67E, L741V, V75MEI, F77L y la P225H. En la Tabla 9 se detallan las mutaciones 

encontradas en el resto de las muestras analizadas. 
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Antirretroviral 

ID muestras 
Mutaciones 

Abacabir 
(ABC) 

Lamivudina 
(3TC) 

Emtricitabina 
(FTC) 

Tenofovir 
(TDF) 

Zidovudina 
(AZT) 

Efavirenz 
(EFV) 

Nevirapina 
(NVP) 

INTI INNTI Otras 

1.  201605805 D67E T69N 
(TAMs) S S S S RP S S 

2.  201606607 D67E P225H S S S S RP Rl Rl 

3.  201607723 D67E S S S S RP S S 

4.  201610277 F77L S S S S RP S S 

5.  201610985 E138K S S S S S S RP 

6.  201613671 D67E S S S S RP S S 

7.  
201618598 

D67EN, [741 
(discriminatoria) 

V1061 
(mayor) 

T69N 
(TAM5), 

V75E Rl S S RP RB S RP 

8.  
GP1 61317 

D67E, L741V 
(discriminatoria), 
V75MEI, F77L 

P225H T69N 
Rl RP RP RB Rl Rl Rl 

9.  GP162652 D67E S S S S RP S S 

10.  
GP164466 

D67E, L741 
(discriminatoria), 

V75E1,F77L, 
T69D 

N3481, 
P225H 

, 

V1081 

T69N 
Rl -- RB RB Rl RA 

11.  GP165216 D67E S S S S RP S S 

Tabla 9. Listado de muestras de seguimiento con carga vira¡ ~: 1000 copias/mi- luego de 2 

meses de monitoreo con mutaciones minoritarias de los inhibidores de la transcriptasa 

inversa con frecuencia :51% de la población vira¡ y su interpretación frente a los 

antirretrovirales. 

Sensible; Resistencia potencial;  Resistencia baja; 	 Resistencia intermedia; 5 RB 

Resistencia alta 
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Las lecturas obtenidas para cada sitio donde se ubica la mutación, fueron 

analizadas en el programa R mediante un algoritmo donde se obtuvieron valores 

mayores a 30,000 lecturas para cada mutación (Ver Figura 18) 

COBERTURA 

HhlliliuIl  

 

1 

 

D67E D67NT690 T69N L741 V75 V751V75M F77LV1O6VIOI38P#225I+4348I 

Mutación 

Figura 18. Lecturas obtenidas en cada mutación identificada en baja frecuencia. En 

el eje de las x se presentan las mutaciones minoritarias identificadas en la 

transcriptasa inversa y el cuadro con el gradiente de colores, se identifica el total 

aproximado de lecturas obtenidas. 
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Inhibidores de la proteasa (INPR) 

De un total de 19 muestras que presentaban fallo virológico, 5 presentaban al menos 

1 mutación mayor asociada a inhibidores de la proteasa (INPR) con frecuencia :51 %. 

De estas 5 muestras, 2 presentaron 2 mutaciones en total y  3 presentaron 1 

mutación mayor asociada a resistencia. 

Se identificaron 4 mutaciones mayores asociadas a resistencia de los INPR y la más 

frecuente fue M461. En la Tabla 10 se muestra una comparación en los niveles de 

resistencia a los INPR al tomarse en consideración estas mutaciones mayores 

identificadas en las muestras analizadas. 

En su diagnóstico inicial, estas muestras presentaron sensibilidad a todos los 

esquemas de terapia antirretroviral con la metodología de secuenciación de Sanger. 

Sin embargo, en el análisis de éstas mutaciones minoritarias, la muestra 201605805 

presenta una resistencia intermedia para Atazanavir (ATV) y resistencia baja para 

Lopinavir (LPV/r). Las 4 muestras restantes, cambian de sensible a presentar una 

potencial resistencia a Atazanavir (ATV) y Lopinavir (LPV). Todas las muestras 

mantienen el estado sensible frente a Darunavir (DRV). 

99 



Tabla 10. Listado de muestras con mutaciones minoritarias de los INPR con 

frecuencia :5 1 % de la población viral y su interpretación frente a los antirretrovirales. 

Antirretroviral 

ID 

muestras 

Mutaciones identificadas Atazanavir 

(ATV) 

Dorunavir 

(DRV) 

Lopinavir 

(LPV) G48V 154T 	M461 	M461- 

1.  201605805 Rl S RB 

2.  201610277 RP S RP 

3.  201610985 RP S RP 

4.  GP161317 RP S RP 

5.  GP162652 RP S RP 

S 
	Sensible; 	RP 
	Resistencia potencial: 

	
Resistencia baja: 	Rl 

	Resistencia intermedia: 

Resistencia alta 

Las lecturas obtenidas para cada sitio donde se ubica la mutación, fueron 

analizadas en el programa R mediante un algoritmo donde se obtuvieron valores 

mayores a 30,000 lecturas para cada mutación (Ver Figura 19) 
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Figura 19. Lecturas obtenidas en cada mutación identificada en baja frecuencia. En 

el eje de las x se presentan las mutaciones minoritarias identificadas en la proteasa 

y el cuadro con el gradiente de colores ubicado a la derecha de la figura, se identifica 

el total aproximado de lecturas obtenidas. 
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Detección e identificación de mutaciones minoritarias Análogos de Timidina 

(TAM5) en sujetos del estudio 

Del total de 79 muestras analizadas, 5 presentaron 1 mutación asociada a 

resistencia de los Análogos de Timidina (TAM5) las cuales se detallan en la Tabla 

11 La presencia de mutaciones como M4I1-, D67N y L2I0W en las muestras 

identificadas, resultaron en cambios en el tratamiento de susceptible a tener una 

resistencia baja a Zidovudina (AZT). 

De estas 5 muestras, solo la muestra 201618598 presentó fallo virológico luego de 

al menos 12 meses de seguimiento. 

Antirretrov ¡ ral 

ID Mutaciones TAMs Atacaair Lamiudina Enitricitabina Tenofovir Zidovudina Efa.'irenz Nevirapina 

muestra M41   D67 L210 Si I:ABC:' I:3TCII iFTC iTDFi :IAZT) iEFV«i ':NVPI: 

N W 

1.  2016114 1-5 S S 5 S RB 3 3 

03 

2.  2016167 al 3 3 5 5 RE :5 

14 

3.  2016105 al 3 3 5 5 RE 5 5 

93 

4.  GP16I3 al 3 5 5 5 RE S 5 

13 

S. GP1622 - 1 5 5 5 3 RE 5 5 

77 

S. GP1626 1 5 3 5 5 R 5 5 

75 

TiSensible 	 Resistencia potencial; 

Resistencia alta 

RB Resistencia baja; 	Resistencia intermedia; 

    

Tabla 11. Listado de muestras con TAMS identificadas en los sujetos del estudio. 
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. 	Inhibidores de integrasa (INSTI) 

En el seguimiento de pacientes con fallo virológico, se identificaron 3/11 muestras 

que presentaron 1 mutación accesoria asociadas a resistencia a los INSTI. Las 

mutaciones encontradas L74M, Q95K y V1511 no generan mayores cambios en la 

susceptibilidad en la TAR, excepto por esta última que causa resistencia potencial 

a RAL y EVG. En la Tabla 12 se detallan las muestras y mutaciones encontradas 

en frecuencia :51% y su interpretación frente a los antirretrovirales. 

Anti rretrovi ral 

ID 

muestras 

Mutaciones 

identificadas 

Bictegravir 

(BIC) 

Dolutegravir 

(DTG) 

Ralvitegravir 

(RAL) 

Elviteg ravir 

(EVG) 

1.  201606478 L74M S S S S 

2.  201610277 Q95K S S RIP RIP 

3.  GP164466 V1511 S S S S 

Tabla 12. Listado de muestras de seguimiento luego de 2 meses de monitoreo con 

mutaciones minoritarias de los INSTI con frecuencia :51% de la población viral y su 

interpretación frente a los antirretrovirales. 
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Análisis comparativo entre secuencias obtenidas por metodología de Sanger 

e ¡ilumina 

Se analizaron los monitoreos de los Linfocitos T CD4+ y carga vira¡ en los 78 sujetos 

del estudio durante al menos 12 meses. Aquellos que no lograron obtener valores 

menores a 1000 copias/ml fueron seleccionados se compararon los hallazgos 

obtenidos con la secuenciación de ¡ilumina y los resultados de la secuenciación de 

Sanger para la transcriptasa inversa y proteasa. 

. 	Proteasa 

Frecuencia de polimorfismos identificados con metodología Sanger en Proteas 

LIOl ii5v E350 M3€1 R41K D¿GE 62V L63P A71V VT7I 193L 

PR Other 

Figura 20. Polimorfismos con mayor frecuencia identificados en la proteasa en los 

sujetos de estudio con la secuenciación de Sanger (datos disponibles) 

20 

lo 

o 
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Se analizaron los datos fasta de la metodología de Sanger correspondiente a cada 

muestra y se identificaron mutaciones asociadas a resistencia de como 193L en 50 

muestras, V771 en 35 muestras y la L63P en 33 muestras. Además, se detectaron 

polimorfismos como R41  en 42 muestras, 162V en 40 muestras, 115V en 18 

muestras y otros polimorfismos en menor frecuencia. 

En la Tabla 13 se detallan las mutaciones y polimorfismos como resultado del 

análisis comparativo entre la metodología de Sanger e ¡ilumina en 19 sujetos que 

presentaron fallo virológico. De las 19 muestras identificadas, 5 presentaban 

mutaciones menores asociadas a resistencia de los INPR. 
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ID muestra Metodología Mutación/polimorfismo Tipo 

1.  201605805 Sanger 

G16E, 	P39S, 	K43R, 	L63A, 	164V, 

V771, 1931- P 

¡ilumina GI6E, 	P39S, 	K43R, 	L63A, 	164V, 

V771, 	1931-, G48V (5 1%), 154T (5 

1%), M46 	(1-5%) 

P/R 

2.  201610277 Sanger 

93L

lllumina 

115V, 	L19Q, 	M361, 	R41, 	D60E, 

Q61D, 	162V, 	L63Q, 	L63Q, 	A71T, 

1931- 

P 

¡ilumina 115V, 	L19Q, 	M361, 	R41, 	D60E, 

Q61D, 	162V, 	L63Q, 	L63Q, 	A71T, 

1931-, M461(5 1%) 

P/R 

3.  201610985 Sanger 

R4IR, 	R4IK, 	162V, 	L63P, 	1641-, 

A71A, A7IV, T74S, V771, 193L 

P 

¡ilumina R4IR, 	R4IK, 	162V, 	L63P, 	1641-, 

A7IA, A7IV, T74S, V771, 193L, M461 

(:5 1%) 

P/R 

4.  GP161317 

Sanger 113V, 	K14R, 	115V, 	N37T, 	R57K, 

162V, L63P, V771 

P 

¡ilumina 

113V, KI4R, 115V, S37T, R57K, 162V, 

L63P, V771, M4611- (5 1%) P/R 

5.  

GP162652 

Sanger E35E, E35D, N37S, R57K, D60E, 

Q61E, L63P 

P 

¡ilumina E35D, R57K, D60E, Q6IE, L63P, 

M46L (5 1%) 

P/R 

P: polimorfismos, R: mutaciones asociadas a resistencia. Negrita: mutaciones asociadas a 

resistencia 

Tabla 13. Comparación entre Sanger e ¡ilumina en muestras con mutaciones 

asociadas a resistencia de los Inhibidores de la proteasa presentes en sujetos que 

no logran supresión viral luego de 2 meses de monitoreo. 
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Comparando los hallazgos de mutaciones y polimorfismos identificados la 

secuenciación de Sanger e ¡ilumina, obtuvimos un 100% de concordancia en los 

resultados. Además, se identificaron mutaciones mayores asociadas a resistencia 

de los INPR como G48V, 154T, M461 en porcentajes :5 1% y la mutación M46L en 

porcentaje :5 1 % y entre 1 a 5% mediante la secuenciación de ¡ilumina. 
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Distribución de carga viral y conteo de linfocitos T CD4+ 

Entre las 5 muestras que presentaron mutaciones mayores y accesorias para INPR, 

3 eran de sexo femenino y 2 de sexo masculino. En general, los 5 sujetos 

presentaron conteo de Linfocitos T CD4+ menores a 500 células/pl y 3 sujetos 

lograron alcanzar valores de carga viral menores a 1000 copias/ml durante al menos 

2 meses de seguimiento. Los 2 sujetos restantes no lograron valores de carga viral 

menores a 1000 copias/ml en el periodo evaluado. 

CV y CD4+ en sujetos con mutaciones minoritarias en PR 

ID 

• 2O6O58O5 

• 201610277 

• 201610985 

• GP161317 

• GP162&52 

CD4 

• 200 

• 400 

• 600  

.800 

Meses monitoreo 

Figura 21. Distribución y correlación entre los monitoreos de la carga viral y los 

Linfocitos T CD4+ en sujetos con mutaciones minoritarias asociadas a resistencia 

en la proteasa. 
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. 	Transcriptasa inversa 

Frecuencia de polimorfismos identificados con Sanger en Transcriptasa reversE 

10 

0102c 
	

TI E 

RTOther 

Figura 22. Polimorfismos de mayor frecuencia identificados en la transcriptasa 

inversa en los sujetos de estudio con la secuenciación de Sanger (datos disponibles) 

Para la transcriptasa inversa de igual manera se analizaron los datos fasta de la 

metodología de Sanger correspondiente a cada muestra y se identificaron 

polimorfismos como R211K en 41 muestras, D177E en 31 muestras, 135T en 30 

muestras, D123 en 2 muestras y otros polimorfismos en menor frecuencia. 

En la Tabla 14 se detallan las comparaciones de los análisis entre la metodología 

de Sanger e ¡ilumina en los 19 sujetos que presentaron fallo virológico, de los cuales 
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Metodología Mutación/polimorfismo 	 Tipo 

P/R 

D123S, Q145M, S162C, D177E, T200Q, R211K, 

T286A, E297K, S322T, 1329L, G335D, D67E ( 

1%), P2251-1 ( 1%) 

P K43N, K49R, D121H, K122E, 1135T, S162C, 

P/R 

K43N, K49R, D121H, K122E, 1135T, S162C, 

D177E, 1178M, Q207E, Q207K, R211K, E138K( 

1%), V1061 (1-5%) 

P/R 

E6E, E6K, K22K, K22R, T27T, T27S, V35V, V351, 

K122E, D123E, 11351, 1135V, S162C, D177E, 

1178M, Q207E, V245Q, D67NE, T69N, 1-741, V75E 

yVlO6l (todas 1%) 

4.  GP1 61317 

P V35T, W88S, D121H, K122E, D123D, D123E, 

ID muestra 

K122E, D123S, Q145M, S162C, D177E, 195L, 

T200Q, R211K, K281K, T286A, E297K, S322T, P 

13291-, G335D 

D177E, 1178M, Q207E, Q207K, R211K 

1.  

2.  

Sanger 

¡ilumina 

Sanger 

¡ilumina 

201606607 

201610985 

E6E, E6K, K22K, K22R, T27T, T27S, V35V, V351, 

K122E, D123E, 11351, 1135V, S162C, D177E, P 

I178M, Q207E, V245Q 

Sanger 

3.  

¡ilumina 

201618598 

Sanger 

11781-, R211S, F214L 

5 presentaron mutaciones asociadas a resistencia en baja frecuencia viral (< 1 % y 

de 1-5%) frente los inhibidores de la transcriptasa inversa. 

Tabla 14. Comparación entre polimorfismos identificados mediante a metodología 

de Sanger e ¡ilumina de los inhibidores de la transcriptasa inversa. 
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¡ilumina 	 1 V35T, W88S, D121H, D123E, 1178L, R211S, 

D67E, T69N, L741V, V75MEI, F77L y P225H PIR 

(todas 5 1%) 

Sanger 

GP164466 

Ilumina 

E122Q, 1135T, 1142V, S162Y, T200A, Q207N, 

R21 1K, V245K 

E122Q, 1135T, 1142V, S162Y, T200A, Q207N, 

R21 1 K, V245K, D67E, T69DN, L741, V75E1, F77L, PIR 

VI 081, P225H y N3481 (todas 5 1%). 

P: polimorfismos, R: mutaciones asociadas a resistencia. Negrita: mutaciones asociadas a 

resistencia. 

De los 59 polimorfismos detectados por Sanger, 54 fueron detectados por ¡ilumina 

logrando una concordancia del 91.52% entre ambas metodologías. Además, se 

detectaron mutaciones asociadas a resistencia a los inhibidores de la Transcriptasa 

inversa en porcentajes :5 1% como E138K, D67NE, T69N, L741V, V75MEI, F77L, 

Vi 061, P225H y N3481 y la mutación Vi 061 en porcentajes entre 1 y  5%- 
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Distribución de carga viral y conteo de linfocitos T CD4+ 

CV y CD4+ en sujetos con mutaciones minoritarias en TI 

ID 

• 201606607 

• 201610985 

• 201618598 

• 0P161317 

• GP16446.6 

CD4 

• 200 

• 400 

600 

Meses monitoreo 

Figura 23. Distribución y correlación entre los monitoreos de la carga viral y los 

Linfocitos T CD4+ en sujetos con mutaciones minoritarias asociadas a resistencia 

en la transcriptasa inversa. 

Entre las 5 muestras que presentaron mutaciones mayores a inhibidores de la 

transcriptasa inversa, 2 eran de sexo femenino y 3 de sexo masculino. Del total de 

5 sujetos, 4 presentaron conteo de Linfocitos T CD4+ menores a 500 células/pl y 1 

sujeto se mantuvo con valores mayores a 500 células/pl. En cuanto a la carga viral, 

2 sujetos no llegaron a valores menores a 1000 copias/ml durante al menos 12 

meses de seguimiento. 
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CAPITULO IV 

DISCUSION 



Datos clínicos y demográficos 

La mediana de edad de los sujetos del estudio indica que los hombres acuden a las 

instalaciones de Salud para su diagnóstico inicial con edad menor (25 años) en 

comparación con las mujeres (30 años). Debido a que ICGES se localiza en la 

ciudad de Panamá y fue el lugar de reclutamiento de sujetos del estudio FID14-033, 

se esperaba que la mayoría de los participantes residieran en esta región con 

87.18% (n=68). No se observó una diferencia marcada en la distribución de grupos 

de riesgo entre heterosexuales y homosexuales con 48.10% (n=38) y  46.84% 

(n=36), respectivamente. 

Amplificación de ARN para la proteasa, transcriptasa inversa e integrasa 

Se obtuvieron amplificados de las 78 muestras con la metodología de fragmento 

parcial para la amplificación de la transcriptasa inversa y proteasa. Sin embargo, 

para la integrasa se lograron amplificar 57/78 muestras, 21/78 no fueron 

amplificadas exitosamente. 

Entre las causas posibles consideramos la antigüedad de las muestras de plasma 

la cuales a pesar de mantenerse congeladas a -80°C, no se contaba con un registro 

de las veces que las muestras fueron descongeladas previamente o si durante los 

años de almacenamiento, fueron trasladadas a otros congeladores con distinta 

temperatura de congelación. El volumen de muestra también fue un factor que 

influyó en la extracción del ARN debido a que algunas de las alícuotas de plasma 
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no contaban con los 500 pl de volumen necesarios para realizar la extracción con 

el kit comercial. La integridad del plasma en algunas muestras no era óptima ya que 

algunas alícuotas de plasma con EDTA presentaban coágulos de fibrina, estaban 

lipémicas o hemolizadas. Otro factor a considerar son los reactivos utilizados por 

los autores Chrysostomou y otros, que han descrito previamente el protocolo para 

la amplificación del fragmento completo del VIH. Estos autores estandarizaron la 

metodología utilizando la enzima Super Script IV RT-PCR One Step (Thermo Fisher) 

que contiene la ezDNasa la cual ayuda a eliminar cualquier residuo de ADN 

genómico proveniente de la extracción de ARN, sin embargo, esta enzima no fue 

utilizada en este estudio. Estos factores y cambios realizados en la metodología, 

pudieron afectar la amplificación satisfactoria del total de muestras analizadas. 

Mapas de cambio de aminoácidos 

Con respecto a los mapas de cambio de aminoácidos para cada fragmento, los 

resultados fueron los esperados debido a que todos los sujetos del estudio eran 

pacientes naTve que no habían tomado tratamiento antirretroviral previo a su 

diagnóstico inicial. 
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Análisis de cuasiespecies virales presentes en más del 5% de las lecturas en 

una posición asociada a resistencia. 

En cuanto a la proteasa se identificaron mutaciones menores o accesorias como 

193L, V771 y la L63P, estas están ubicadas en una región lejana del sitio activo de 

la proteasa asociado al inhibidor, por lo tanto no causan resistencia por si solas 78  . 

En la transcriptasa inversa se identificó una muestra con la mutación asociada a 

resistencia a inhibidores nucleosídicos K103N la cual ha sido descrita en estudios 

previos en Panamá y otros países de la región y es considerada una mutación 

preva lente en sujetos naive (13,79,80,81)•  La mutación Kl 03N se caracteriza por causar 

alta resistencia a los inhibidores no nucleosídicos de la transcriptasa inversa, como 

Efavirenz (EFV) y Nevirapina (NVP). 

La mutación discriminatoria K70E se identificó en una muestra, este cambio causa 

potencial resistencia Emtricitabina (FTC) y Lamivudina (3TC) y resistencia baja 

frente a Tenofovir (TDF). 

La detección de variantes minoritarias con evidencia de las mutaciones K103N y 

K70E en pacientes con diagnóstico reciente afectan negativamente la efectividad 

del esquema de tratamiento base utilizado en Panamá, el cual está basado en 

ATRIPLA (formulado como Efavirenz (EFV) + Emtricitabina (3TC) y Tenofovir 

(TDF)). Este esquema ha sido utilizado en Panamá desde el año 1999 y  continúa 

siendo el indicado en el país en población adulta con la tuberculosis, en el sistema 
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penitenciario en el país y personas que presenten contraindicaciones frente al 

esquema TLD 82• 

Es importante mencionar que la mutación K70E también podría afectar la efectividad 

del tratamiento TLD de primera línea basado en Tenofovir (TDF) + Lamivudina (3TC) 

+ Dolutegravir (DTG) utilizado en Panamá desde el año 2019, esquema con un 

enfoque adicional frente a los inhibidores de integrasa 83• 

En integrasa se identificaron mutaciones accesorias (polimórficas y no polimórficas) 

que no causan mayores cambios por si solas en la susceptibilidad de los esquemas 

de tratamiento para esta enzima como E157Q y la Q95K, estudios previos indican 

su presencia en pacientes que no han tomado tratamiento previo en porcentajes ~l 

20% de la población viral. Estas mutaciones en conjunto con la mutación mayor 

N155H potencian su efecto inhibidor, sin embargo, esta no fue identificada en este 

estudio. Otra mutación polimórfica identificada fue la L741M la cual potencia su 

efecto inhibidor con la mutación Q148H la cual tampoco fue encontrada. Por último, 

detectamos la mutación polimórfica L741M y la mutación accesoria V1511, que por 

sí solas no causan incremento en la resistencia frente a los inhibidores 84 
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Búsqueda de mutaciones minoritarias asociadas a fallo virológico luego de 12 

meses de monitoreo <1% 

Las mutaciones mayores y accesorias asociadas a los inhibidores de la 

transcriptasa inversa de acción nucleosídica y no nucleosídica: D67E, L741, V75E1, 

F77L, T69D y N3481, P2251-1, V1081 en conjunto con la mutación D69N conocida 

como análogo de Timidina (TAM5) fueron identificadas en un paciente. Estas 

mutaciones en conjunto causan resistencia intermedia a Efavirenz (EFV), 

resistencia baja a Tenofovir (TDF) y resistencia potencial a Emtricitabina (FTC), 

medicamentos que forman parte de los esquemas primarios ofrecidos a los 

pacientes naTve en Panamá. Estas mutaciones han sido descritas previamente 

como mutaciones transmitidas en sujetos con diagnóstico reciente, identificándose 

en mayor frecuencia la mutación D67NE, T69D, P2251-1 yVlO8l 85  

De forma similar, en otro participante se identificó mutaciones asociadas a 

inhibidores de la transcriptasa inversa como D67E, L741V, V75MEI, F771-, la 

mutación no nucleosídica P225H y la mutación T69N, todas estas mutaciones en 

conjunto causan resistencia baja a Tenofovir (TDF) y resistencia potencial a 

Lamivudina (3TC). 

En cuanto a la búsqueda de TAMs en este estudio, se identificaron las mutaciones 

M411-, D67N y L21OW en un total de 7 sujetos pero no presentaron cambios 

significativos en las resistencias frente a los inhibidores de la transcriptasa inversa. 
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Se observó resistencia baja a Zidovudina (AZT), antirretroviral que forma parte de 

los esquemas de tratamiento de segunda línea en Panamá en sujetos que 

presentan fallo virológico. Estudios previos sugieren que la combinación de 

mutaciones TAMs como M41L, L210W y T215Y causan resistencia cruzada a 

Tenofovir, disminuyendo la sensibilidad del virus frente a este antirretroviral. Sin 

embargo, no identificamos la mutación T215Y en las muestras analizadas y 

tampoco identificamos una combinación de mutaciones análogos de timidina en un 

solo sujeto 86  

Detectamos mutaciones minoritarias asociadas a resistencia la proteasa: M461/L la 

cual no disminuyen la sensibilidad al tratamiento por si sola, sin embargo, se detectó 

la mutación G48V asociada a resistencia intermedia a Atazanavir (AZT) y la 154T 

asociada a resistencia baja a Lopinavir (LPV/r), en el mismo paciente. Sin embargo, 

estos tratamientos antirretrovirales no forman parte del esquema de primera línea 

utilizado en Panamá por lo que su efecto a largo plazo en la resistencia frente a los 

inhibidores de la proteasa en esta población podría ser objeto de futuros estudios. 

No se identificaron mutaciones asociadas a inhibidores de integrasa, 

específicamente frente a Dolutegravir (DTG), medicamento que forma parte del 

esquema TLD utilizado en el país. Las 3 mutaciones identificadas, a pesar de no 

ser mutaciones mayores, la presencia de la V1511 causa resistencia potencial a 

Raltegravir (RAL) y Elvitegravir (EVG) los cuales no forman parte de los esquemas 

primarios de VIH en Panamá. Sin embargo, el Raltegravir es comúnmente utilizado 
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en pacientes embarazadas con diagnóstico reciente de VIH en el tercer trimestre, 

labor de parto o que no hayan tomado tratamiento antirretroviral previo. 

En otro sujeto identificamos mutaciones en porcentajes :5 1 en los inhibidores de la 

transcriptasa inversa como D67E, L741, V75E1, F771-, T69DN, N3481, P225H y la 

Vi 081 y la integrasa la V1511, siendo las mutaciones frente a los inhibidores de la 

integrasa las causantes de los mayores cambios en la susceptibilidad del virus 

frente a los antirretrovirales. Este sujeto presento cambios en resistencia potencial 

baja frente a Emtricitabina (FTC) y Lamivudina (3TC), resistencia baja a Zidovudina 

(AZT) y Tenofovir (TDF), resistencia intermedia a Abacabir (ABC), Doravirina (DOR) 

y Efavirez (EFV) y resistencia alta a Nevirapina (NVP). 

Implicaciones y potencial de la secuenciación masiva por ¡ilumina para el 

genotipaje de VIH 

En cuanto a las posiciones polimórficas identificados con la metodología Sanger, se 

observó un i00% de concordancia con la metodología de ¡ilumina para la 

proteasa. Sin embargo, se identificaron en 5 sujetos mutaciones minoritarias ( :5 1 

% y ~: 5) que podrían considerarse como causantes de posible fallo virológico. 

Adicionalmente, al analizar la carga viral y la cuantificación de Linfocitos T CD4+ 

durante los 12 meses posteriores a su diagnóstico inicial, 3 participantes del sexo 

femenino mantuvieron sus niveles de carga viral mayores a 1000 copias/ml en 

donde solo un sujeto logró obtener valores menores en uno de sus últimos 
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monitoreos (Ver Figur a15). En cuanto a los dos sujetos de sexo masculino, uno sí 

lograró valores menores a 1000 copias/ml luego de 6 meses de monitoreo. El 

segundo no logró alcanzar valores de carga viral menores a 1000 copias/ml sino 

hasta su último monitoreo. 

Por otra parte, en cuanto a los valores de cuantificación de Linfocitos T CD4+ se 

observó una mejor distribución en 2 de 3 sujetos de sexo femenino con valores 

aproximados de 400 células/ml en donde un sujeto de sexo femenino mantuvo 

valores de Linfocitos T CD4+ en 200 células/ml. Comparando estos hallazgos con 

los 2 sujetos de sexo masculino, ambos mantuvieron valores aproximados a 200 

células/ml durante los 12 meses de monitoreo, en donde uno presentó valores 

aproximados a 400 células/ml a partir de los 7 meses de monitoreo. 

Los hallazgos para los polimorfismos identificados para la transcriptasa inversa 

presentaron un 89.8% de concordancia con 53/59 polimorfismos identificados 

mediante la metodología de ¡ilumina. Los 3 polimorfismos no identificados podrían 

ser consecuencia de la baja amplificación de los productos en esa región debido a 

la presencia de ARN fragmentado obtenido de las muestras o en el proceso de 

secuenciación como los errores enzimáticos y sobre posición de grupos de 

secuencias, los cuales han sido descritos previamente 87 Sin embargo, se 

identificaron mutaciones minoritarias asociadas a resistencia frente a los inhibidores 

de la transcriptasa inversa en porcentajes :5 1 y ~: 5 en la población viral. En cuanto 

a la distribución de la carga viral, los 3 sujetos de sexo masculino presentaron mejor 
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evolución alcanzando valores menores a 1000 copias/ml (Ver Figura 16). En la 

distribución del conteo de Linfocitos T CD4+, no se observó una diferencia marcada 

entre sujetos del sexo femenino y masculino ya que en general presentaron valores 

<a 500 copias/ml a los largo de los 12 meses de monitoreo. Solo 1 sujeto de sexo 

masculino, logró obtener valores de CD4+ mayores a 600 células/ml. 

Estudios previos sugieren que aquellos pacientes con diagnóstico reciente que 

iniciaban la terapia antirretroviral temprana, presentan mayor probabilidad de 

mejorar sus niveles de CD4+ a lo largo del tiempo en comparación con aquellos que 

iniciaban la TAR de manera tardía 80•  Sin embargo, con este estudio pudimos 

demostrar mediante evidencia científica que la presencia de mutaciones en baja 

frecuencia podrían ser un factor que impacta la efectividad de los esquemas de 

primera línea en sujetos que no han tomado tratamiento antirretroviral previo, como 

ha sido reportado en otros estudios 88•  A pesar de contar con una prueba de 

resistencia inicial y comenzar el tratamiento antirretroviral a tiempo, la presencia de 

estas mutaciones no detectadas podrían estar afectando negativamente la 

evolución del sujeto infectado, pasando por posibles cambios en su esquema de 

tratamiento sin conocer la causa base del fallo virológico. Una de las limitaciones de 

este estudio fue no contar con información referente a la adherencia de estos 

sujetos al tratamiento lo cual también podría ser un factor causante de fallo 

virológico. Otra limitante fue no poder realizar una encuesta adicional a los sujetos 

de estudio para conocer sus inquietudes o inconvenientes al momento de la toma 

del tratamiento, ya que factores como los efectos adversos y desabasteci miento son 

muy importantes al considerar una falla en la efectividad del mismo. 

122 



ff 

CAPÍTULO IV 

CONCLUSIONES Y 

RECOMENDACIONES 



Conclusiones 

• Nuestro estudio es la primera evaluación realizada en sujetos naive en 

población adulta en Panamá analizando de manera completa el gen poi del 

VIH, incluyendo las 3 enzimas en las cuales la terapia antirretroviral está 

basada (transcriptasa inversa, proteasa e integrasa). 

• Detectamos mutaciones mayores y menores asociadas a resistencia frente 

a los Inhibidores de la proteasa, transcriptasa inversa e integrasa en valores 

:5 1 % y ~: 5 %, no detectados en su prueba de genotipaje inicial. 

• Identificamos una causa del fallo virológico presentado en 19 sujetos 

analizados en este estudio, en los cuales 5/19 presentaron mutaciones 

asociadas a inhibidores de la proteasa, 11/19 con mutaciones asociadas a 

resistencia de la transcriptasa inversa y 3/19 con mutaciones menores de 

vigilancia epidemiológica asociadas a inhibidores de la integrasa. 

• Determinamos que la probabilidad de que un sujeto naive con mutaciones 

asociadas a resistencia desarrolle fallo virológico fue de 1.4224 

• Comparamos y evaluamos la especificidad de la metodología de próxima 

generación (NGS) ¡ilumina con la metodología de Sanger para la región de 

la proteasa y transcriptasa inversa del VIH-1, obteniendo porcentajes de 

concordancia mayores al 90% entre ambas metodologías. 
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Recomendaciones 

. 	Realizar una encuesta a los sujetos del estudio para conocer la adherencia y 

disponibilidad del tratamiento durante los meses del estudio. 

. 	Utilizar los mismos reactivos de los autores de la metodología para amplificar 

el fragmento completo del gen p01 del VIH podría mejorar el número de amplificados, 

incrementando el porcentaje de amplificaciones satisfactorias para este fragmento. 

. 	Realizar una prueba de genotipo con una muestra actual mediante la 

metodología de ¡ilumina para conocer la evolución de las mutaciones de interés 

identificadas en este estudio. 

. 	Desarrollar experimentos in vitro a realizarse en el ICGES que permitan 

determinar la resistencia o no causada por mutaciones no descritas previamente. 
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Anexos 

Anexo 1. Hoja de trabajo para amplificación de fragmento parcial del VIH. 

TRANS( RPC IÓN REVERSA AMPLIFI(AC ÓIJ 

DELATURPdJZAUI tiI2 
INcuBció 

RTmci 
fttil:200] 

Rxis 
Nal etaI:50L1 

Rxr 

PCR itcd Iti :5.i 
Rxrs 

H20 1 H20 1 h20 35 H20 35 

dNTP lOm 2 
Buffai

M 
Supe rs cript  IV 

4 1OX PCR buffer 5 ti» PCR buffer 5 

RT39S 1 
0IM D1T 1 MgSC45OmM 1.8 MgSO4 SOmM 1.9 

Rnaselnhib. 1 dNTP lOmM 1 dNTP lOmM 1 

RT1SU/uI 
0.5 

Pririer JA269 10pM 1 PrirnerJA27O iOM 1 

Primer JA272 10pM 1 PrirnerJA271 IDIIM 1 

PR11JDO 

REfiCflVO UAJ 
4 

s0 

PO1UJB0 8 Platinpm Taq,5U/pJ 0.2 PIatinIlm Taq5U/I 01 

RNA, 1Dp-5g 8 Deraturalizado ia 
REACTIVO POR TUBO 45 REACTIVO POR TUBO 45 

cDNA 5 . Producto de PCR-1 5 

Programa de reacción de RT 

RT 

Nota: 	Despues 	de 	los 	5 	min 	de 

incubación debe realizarse una pausa 

ya 	sea 	programada 	en 	el 

ternociclador o de forma 	manual 

para servir el RTniix. 

Programa de reacción de PCR 1 Programa de reacción de PCR nested 

PCRI PC92 

Pe 

Anexo 2. Hoja de trabajo para amplificación de fragmento completo del VIH. 

TRANSCRIPCIÓN REVERSA AMPLIFICACIÓN 

INCUBACIÓN 

RTniix 

Rris 
PCR 1 VtotaL=500} 

Rxns 
PCR nested (Vtotal=500) 

JRxrss 

H20 45 H20 35 1120 35 

RNA1Opg.5lg 	10 dNTP1OmM 2 iCIX PCR buffer 5 lOXPCRbuffer .5 

Nota: Servir el AFIN e 

incubar a €51C. Realizar 

una pausa manual o 

programada, colocar en 

bloque frío por lminLIrn 

y luego servir el RT mio. 

Buifer 
Superscript IV 

4 M95045OmM 1.8 MgCI25CmM La 

Primer 5575 

111  20 pmol 
2 dNTP1OmM 1 INTP1OniM 1 

Rnase lnhib. 1 Primer 1810 (F) 20 pmol 2 Primer 2006 (F)  ao pmol 1 

superscript 

RT, 15U/ul 
0.5 

Primer 5575 () 20 pinol 2 Primer 5264 (R) 20 pmol 1 

PLatinim Taq FliFi, 51.1411 0.2 Platini.im Taq, 5U/pI 0.2 

REACTIVO 

PORTUBO 
15 - 

REACTIVO POR TUBO 45 REACTIVO POR TUBO 45 

cDNA 5 - Producto de PCR-1 5 

Programa  de  reaccirin de RT Programa de reacción de PCR 1 Programa de reacción de PCR nested 

RT PCR1 PR2 

Por/Fecha Por/Fecha Por/Fecha 
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