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Introduccion

La aparicion de resistencias a los antirretrovirales (ARV)
compromete la eficacia del tratamiento antirretroviral
(TAR) en los nifios infectados por el virus de la inmunode-
ficiencia humana (VIH).

Métodos

Se realizo6 un estudio transversal en 86 nifios divididos
en 4 grupos segin su historia de TAR previo: 1. inhibidores
de la retrotranscriptasa analogos de nucledsido (NRTD;
2. NRTI e inhibidores de la retrotranscriptasa no analogos
de nucledsido (NNRTD); 3. NRTI e inhibidores de la protea-
sa (IP); 4# NRTI, NNRTI e IP.

Resultados

En el grupo 1 (11 nifios) la mediana de TAR fue de 35 me-
ses (26-108). En 10 pacientes se detectaron mutaciones aso-
ciadas a los analogos de timidina (NAM) y en 2 pacientes se
hall6 el complejo de multirresistencia Q151M. Los 3 nifios
del grupo 2, recibieron 9, 32 y 42 meses respectivamente
de TAR con NNRTL En un paciente de este grupo se aislaron
3 NAM y en otro el complejo Q151M. 2 pacientes tenian la
mutacion K103N. En el grupo 3 (36 nifios) la media de du-
racion de tratamiento con NRTI e IP era de 48,0 = 27,6 y
23,0 + 14,6 meses, respectivamente. E1 94 % de los pacien-
tes de este grupo, tenian NAM y un paciente tenia el com-
plejo Q151M. En el grupo 4 (36 nifios) el tiempo previo de
TAR era de 70,0 = 36,1 meses (NNRTI: 13,0 = 12,1 meses;
IP: 39,0 + 14,3 meses). Todos los pacientes tenian NAM y
3 pacientes tenian el complejo Q151M. Las mutaciones
K103N y Y181C se hallaron en 24 (67 %) y 10 (28 %) de los
pacientes, respectivamente. Un total de 32 pacientes (90 %)
tenian alguna mutacion primaria a IP.

Conclusiones
La aparicion de resistencias a los ARV es frecuente en ni-
fios, siendo de rapida aparicion con los NNRTL
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PREVALENCE OF RESISTANCETO
ANTIRETROVIRAL DRUGS IN SPAIN

Introduction

The development of resistance to antiretroviral therapy
(ART) reduces the effectiveness of these drugs in HIV-in-
fected children.

Methods

We performed a cross-sectional study in 86 vertically
HIV-infected children, divided into four groups according
to prior treatment: group 1: nucleoside reverse transcrip-
tase inhibitor (NRTI), group 2: NRTI and non-nucleoside
reverse transcriptase inhibitor (NNRTI), group 3: NRTI and
protease inhibitor (PI), group 4: NRTI, NNRTI and PIL

Results

In group 1 (11 children), the median treatment duration
was 35 months (26 to 108). Nucleoside-associated muta-
tions (NAMs) were found in 10 of these patients and the
Q151M multiresistance mutation was found in two. The
three children in group 2 were treated for 9, 32 and
42 months with NRTI and NNRTL One child showed three
NAMs and another showed Q151M. Two children had the
K103N mutation. Group 3 (36 children) received treatment
with NRTI and PI for 48.0 = 27.6 and 23.0 = 14.6 months,
respectively. NAMs were observed in 94 % of the patients
in this group, and one child showed the Q151M mutation.
In group 4 (36 children) total treatment duration was
70.0 = 36.1 months (13.0 = 12.1 months with NNRTI, and
39.0 + 14.3 months with PI). NAMs were observed in all
patients in this group, and Q151M was found in three chil-
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dren. K103N and Y181C were detected in 24 (67 %) and 10
(28%) of the children respectively, while 32 (90 %)
showed primary mutations to PL

Conclusions

A high prevalence of resistance mutations to NRTI and
early appearance of resistance to NNRTI were observed in
treated children.

Key words:
Antiretroviral therapy. Resistance. Children. HIV. AIDS.

INTRODUCCION

Los beneficios obtenidos gracias al empleo de los far-
macos antirretrovirales (ARV) en el tratamiento por la in-
feccion por el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) pueden verse comprometidos por el desarrollo de
resistencias!. La aparicion de mutaciones de resistencias
es una consecuencia casi inevitable cuando no se logra
una supresion completa de la replicacion viral mediante
el tratamiento antirretroviral de gran actividad (TARGA)?.
En los nifos infectados verticalmente por el VIH, no
siempre se alcanza una supresion completa de la carga vi-
ral (CV) plasmatica hasta niveles inferiores al umbral de
detectabilidad (< 50 copias/ml), lo que favorece el de-
sarrollo de cuasiespecies con mutaciones de resistencia a
ARV3. Esto a su vez empeora el pronostico de los pacien-
tes y complica la eleccion de futuros TARGA?.

El desarrollo de tests de resistencia genotipicos que de-
tectan mutaciones en el genoma de la retrotranscriptasa y
proteasa del VIH, ha aumentado la eficacia del TARGA,
ya que ofrece una valiosa informacién para escoger qué
farmacos pueden ser componentes de un TARGA en ni-
fios infectados por el VIH?. Por lo tanto, es preciso el de-
sarrollo de estudios, que como el nuestro, analicen la pre-
valencia de resistencia a ARV y evalten que factores
influyen en su aparicion.

MATERIAL Y METODOS

Poblacién de estudio

Se realizd un estudio transversal en una cohorte de
86 nifios infectados verticalmente por el virus de la in-
munodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1). Los pacientes
fueron divididos en 4 grupos segin su historia de trata-
miento antirretroviral (TAR): grupo 1: nifios que sblo hu-
bieran recibido previamente tratamiento con inhibidores
de la retrotranscriptasa anilogos de nucledsido (NRTD);
grupo 2: nifios que habian tomado previamente NRTI e
inhibidores de la retrotranscriptasa no anilogos de nu-
cleésido (NNRTD); grupo 3: niflos que hubieran recibido
previamente tratamientos con NRTI e inhibidores de la
proteasa (IP), y grupo 4: nifos que habian tomado antes
del inicio del estudio NRTI, NNRTI e IP.

Los tests de resistencias se solicitaron en pacientes nai-
vey tras confirmar un fracaso virolégico a un TARGA pre-

vio. El andlisis genotipico de las mutaciones halladas se
realizd mediante secuenciacion. La interpretacion del ana-
lisis de secuenciacion de la retrotranscriptasa y proteasa
viral se llevo a cabo mediante el sistema TRUGENETM
HIV-1 Genotyping Kit segin las recomendaciones del fa-
bricante (Visible Genetics, Inc., Toronto, Canada). La in-
terpretacion clinica de los resultados obtenidos en los
tests genotipicos de resistencia se realizo siguiendo las re-
comendaciones de la IAS-USA panel.

Andlisis estadistico

Los resultados se expresan como media = desviacion ti-
pica, porcentajes y frecuencias. Cuando los grupos esta-
ban formados por un nimero pequefio de pacientes, se
emplearon la mediana y el rango como medidas. Las di-
ferencias entre los grupos se realizaron mediante tests no
paramétricos (test Mann-Whitney “U”). Los datos fueron
analizados con el programa SPSS-11.

RESULTADOS

Las caracteristicas demograficas, clinicas, inmunologicas
y virologicas de los pacientes incluidos en el estudio se
resumen en la tabla 1. La cohorte de nifos infectados por
el VIH estudiada fue dividida en 4 grupos segtn su historia
de TAR previo: 7. NRTI; 2. NRTI y NNRTT; 3. NRTI e IP;
4. NRTI, NNRTI e IP (tabla 1). En el conjunto de la pobla-
cion se detectaron un total de 847 mutaciones en las se-
cuencias virales analizadas. Se hallaron 50,4, 9,3 vy 40,3 %,
mutaciones asociadas con resistencia a NRTI, NNRTI e IP,
respectivamente. En el total de mutaciones identificadas,
un 3% no lo habian sido como mutaciones de resistencia a
ARV en el momento de realizacion del estudio. Las muta-
ciones halladas con una frecuencia superior al 4,5% en el
total de la poblacion se resumen en la tabla 2.

Se detectaron un total de 51 mutaciones en el grupo 1.
De los 11 nifios incluidos en este grupo, 10 tenian cua-
siespecies virales con mutaciones de resistencia a los NRTI
conocidas como NAM (mutaciones asociadas a los ana-
logos de timidina). De ellos 4 tenian 2 NAM diferentes,
mientras 1, 2 y 1 paciente tenian 3, 4 y 5 NAM, respecti-
vamente. La NAM mas frecuentemente hallada en este
grupo fue la M41L (en 6 pacientes) mientras que la mu-
tacion M184V fue aislada en 4 pacientes y la L74I en un
paciente. Dos nifios de este grupo tenian el complejo de
multirresistencia Q151M.

En los 3 niflos incluidos en el grupo 2, se hallaron
22 mutaciones de resistencia. Un nino tenia 3 NAM
(L210W, T215Y, M41L) mientras que los otros 2 pacientes
no tenian ninguna. Uno de estos 2 pacientes tenia el
complejo de multirresistencia Q151M y la mutacién K65R
mientras que el otro paciente tenia la mutacion M184V.

En el grupo 3, se aislaron un total de 295 mutaciones.
Entre los 36 nifios incluidos en este grupo, 34 (94,4 %)
tenfan alguna NAM. La acumulacion de NAM en este gru-
po mostr6 la siguiente distribucion: 3 pacientes (8,3 %) te-
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TABLA 1. Caracteristicas demograficas, clinicas e inmunovirolégicas basales de la cohorte de nifos infectados
por el VIH segun los diferentes grupos de TAR

Log, carga viral

Categoria clinica*
A
B
@

4,03 (3,32; 5,90)

6 (55)
2(18)
327

5,03, 4,84 y 4,67

133
0
2(67)

4,80 (2,00; 5,94)

8(22)
12 (33)
16 (44)

4,84 (3,02; 5,63)

6(7)
8 (22)
22 (61)

Caracteristicas Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Total
Namero de nifios* 11 (12,8) 33,5 36 (41,9) 36 (41,9) 86 (100)
Sexo (nino)* 8 (72,7) 0 (0) 18 (50,0) 14 (38,9 %) 40 (46,5)
Edad (ano) 8,6 (1; 12) 6,14y 16 6,7 (1; 15) 9,7 (1; 16) 9,1 (1; 16)
Tiempo de TAR (meses) 35,0 (26; 108) 32,46y9 50,5 (6; 130) 70,0 (2; 158) 53,0 (32,7; 158)
% T CD4+ 29,5 (2,4; 41,4) 20,0, 14,8 y 33,2 27,0 (9,0; 59,0) 18,2 (3,0; 48,0) 22,7 (2,4; 59,0)
% T CD8+ 35,7 (20,5; 59,0) 40,5, 47,2 y 45,1 45,5 (9,4; 63,5) 52,0 (6,0; 84,0) 45 (6,0; 84)

4,81 (2,60; 5,94)

21 (22)
22 26
43 (52)

Valores expresados como mediana (min; max).
*Valores expresados como frecuencias (porcentajes).
Grupo 1: Ninos que so6lo habian tomado NRTL

Grupo 2: Ninos que habian tomado NRTI y NNRTL.
Grupo 3: Ninos que habian tomado NRTI e IP.

Grupo 4: Nifos que habian tomado NRTI, NNRTI e IP.

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana; TAR: tratamiento antirretroviral; NRTL: inhibidores de la retrotranscriptasa analogos de nucleésido; NNRTI: inhibidores de la

retrotranscriptasa no analogos de nucledsido; IP: inhibidores de la proteasa.

TABLA 2. Ndmero de nifios con mutaciones que confieren resistencia a los NRTI, NNRTI o IP con una frecuencia > 4,5 %

Mutaciones asociadas a resistencia a NRTI

M41L 43 (50,0) T69A/D/N 19 (22,1 K166R 6 (7,0)
T215F/Y 43 (50,0) G196E 19 (22,1 F77L 5(5,8)
D67N 39 (45,3) V75I/M 16 (18,6 AG2V 4 (4,7
R211K 39 (45,3) H208Y 13 (15,1 K65R 4 (4,7)
M1841/V 38 (44,2) L741/V 13 (15,D L214F 4 (4,7)
K219E/Q/R 27 31,9 Q151M/H 8 (9,3) L228R 4 (4,7)
L210W 25 (29,1) S68G 8 (9,3)

K70R 24 (27,9) F116Y 7 8,

Mutaciones asociadas a resistencia a NNRTI

K103N/R/T 30 (34,9) L1001 9 (10,5) V1081 6 (7,0)
Y181C/1 11 (12,8) G190A/E/S 8(9,3)

Mutaciones asociadas a resistencia a IP

L63A/P 61 (70,9) M46F/1/L 21 (24,49) L33F 8(9,3)
L10F/1/V 37 (43,0) V82A/F/1/T 18 (20,9) K20M/R 7 (8,1)
V771 32 (37,2) D30N 14 (16,3) DG60E 7 (8,
A71T/V 28 (32,6) N88S/D 11 (12,8 154V 17 (19,8)
L90I/M 26 (30,2) 184V 9 (10,5)

M361/V 24 (27,9) G73S 89,3

Valores expresados como frecuencias (porcentajes).

NRTI: inhibidores de la retrotranscriptasa andlogos de nucledsido; NNRTL: inhibidores de la retrotranscriptasa no analogos de nucledsido; IP: inhibidores de la proteasa.

nian 1 NAM, 5 nifios (13,9 %) tenian 2 NAM, 3 (8,3 %)
tenian 3 NAM, 5 (13,9%) tenian 4 NAM, 4 (11,1 %) tenian
5 NAM vy 14 nifos (38,9%) tenian 6 NAM o mds. En este
grupo de pacientes la NAM mas frecuentemente hallada
fue la D67N en 19 nifos (52,8%). Ademds, se identifica-
ron las mutaciones L74V, K65R y M184V, siendo la muta-
cion M184V la mas prevalente ya que fue aislada en el
50% de los pacientes pertenecientes a este grupo. Un
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nifio de este grupo tenia el complejo de multirresistencia
Q151M. Tan s6lo un 13,8% de los pacientes del gru-
po 3 tenfan mutaciones primarias en el gen de la protea-
sa: G94V, LOOM, V82A, 184V, M461, D30N y I50V/L. Sin
embargo, un 19,4 % tenia mutaciones secundarias en el
gen de la proteasa.

En el grupo 4 se hallaron un total de 479 mutaciones de
resistencia. Todos los niflos pertenecientes a este grupo
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presentaban alguna NAM en el gen de la RT. La acumu-
lacion de NAM en este grupo mostro la siguiente distri-
bucion: 3 pacientes (3,8%) tenian 1 NAM, 3 nifios (8,3 %)
tenian 2 NAM, 2 (5,6 %) tenian 3 NAM, 3 (8,3 %) tenian
4 NAM, y 25 ninos (69,4%) tenian 5 NAM o mds. La mu-
tacion M41L fue la NAM mas frecuentemente hallada en
22 pacientes (61,1%) del grupo 4. Las mutaciones L74V,
KG65R y M184V fueron detectadas en 9 (25,0%), 1 (2,7 %)
v 12 (33,3%) ninos de este grupo, respectivamente. El po-
limorfismo G33E, que incrementa la resistencia a la zido-
vudina (ZDV), fue detectado en 2 nifios. El complejo
de multirresistencia Q151M fue hallado en 3 pacientes
(8,3%). Ademds, 24 (66,7 %) de los nifios de este grupo
tenian la mutacion K103N y 10 (27,8%) tenian la muta-
cion Y181C, mientras que 5 nifios (13,9%) de este grupo
tenian ambas mutaciones. Al considerar las mutaciones
primarias en el gen de la proteasa, estas fueron halladas
en 34 de los ninos (94,4 %) pertenecientes al grupo 4.
En 6 ninos (16,7 %) se detectaron 2 mutaciones prima-
rias, un nifo de este grupo tenia 3 mutaciones primarias,
4 pacientes (11,1%) tenian 4 mutaciones primarias y
23 pacientes (63,4 %) tenfan 5 mutaciones o0 mds prima-
rias en el gen de la proteasa. En el total de mutaciones
primarias aisladas fue la LOOM la mas frecuente.

DiscusioN

El tratamiento antirretroviral ha logrado revertir la pro-
gresion de la infeccion VIH en la infancia y por lo tanto
prolongar la supervivencia de los nifos infectados por
VIH!. No obstante, estos beneficios pueden verse com-
prometidos por el desarrollo de resistencia a los firmacos
ARV4. Aunque varios estudios han demostrado un au-
mento en la frecuencia de resistencias en nuevos diag-
nosticos de VIH en pacientes adultos>”, existen pocos da-
tos sobre prevalencia de resistencia a ARV en nifios®. En
nuestro estudio se han incluido 86 pacientes que han sido
divididos en 4 grupos segin la clase de TAR que hubie-
ran tomado antes del inicio del estudio ya que los meca-
nismos de resistencia a ARV son diferentes segin cada fa-
milia de firmacos. Nuestro estudio demuestra como la
prevalencia de resistencia a ARV tras fracasos terapéuti-
cos, es también elevada en nifios. Este factor complica el
TAR en pediatria donde ademds existen un menor nime-
ro de farmacos disponibles3.

A medida que los nifios habian recibido mayor nimero
de ARV, el tiempo y complejidad de los TAR también au-
mentaba. En nuestra cohorte sélo 3 nifios habian tomado
exclusivamente NRTI y NNRTI. Estos pacientes iniciaron
el TARGA cuando eran mds mayores y precisaron un me-
nor nimero de cambios durante el tratamiento. Esto po-
dria deberse a que estos pacientes se correspondian con
un grupo de progresores mas lentos de la infeccion.

Aproximadamente la mitad de las mutaciones halladas
(50,2%) correspondian a mutaciones de resistencia a los
NRTI. Esto se debe a que esta clase de ARV habia sido

empleado durante tiempos mas prolongados en la co-
horte de pacientes y no al rapido desarrollo de resisten-
cias en esta familia. Sin embargo, en la mayoria de los
niflos que habian tomado NNRTI, aparecieron mutacio-
nes de resistencia tras periodos de tiempo cortos (12 y
13 meses respectivamente en los grupos 2 y 9210, Ade-
mis, a medida que aumentaba la duracion del tratamien-
to antirretroviral, el nimero de mutaciones halladas en
cada grupo era mayor. De la misma manera, el nimero
de NAM fue superior segin aumentaba el tiempo em-
pleando NRTT y lo que es mds importante ain, en ninos
que habian tomado NRTI durante largos periodos se ob-
servd una acumulaciéon gradual de NAM tal y como ha
sido descrito en adultos. La acumulacion progresiva de
NAM conlleva el aumento en el nivel de resistencia y a la
aparicion de resistencias cruzada a mas NRTI incluyendo
didanosina, abacavir y tenofovir (TDF). En nuestra cohor-
te, la NAM mas frecuentemente hallada fue la M41L (5,1 %
del total de mutaciones aisladas). Como ha sido descrito
en adultos, las NAM se acumulaban siguiendo 2 vias di-
ferentes: la via de la M41L, L210W y T215Y frente a la via
de la T215F, D67N y K219Q!'112, La primera via fue mas
frecuentemente hallada en nuestra cohorte. El diferente
significado clinico de estas 2 vias fue propuesto por Miller
y Larder!® quienes observaron que la primera via se aso-
ciaba con una mayor resistencia cruzada al TDF.

Dentro de las mutaciones que se conferian resistencia a
los NRTI impidiendo la incorporacién de nuevos anilo-
gos a la cadena creciente de ADN!, la M184V fue la mis
comunmente hallada en nuestra cohorte (4,4 % del total
de mutaciones aisladas). Esta mutacién confiere altos ni-
veles de resistencia a lamivudina (3TC) y se ha asociado
a una disminucion en el nivel de resistencia al resto de
NRTI en presencia de NAM, aunque el significado clinico
de este hallazgo no es del todo conocido.

El conjunto de mutaciones que forma el complejo de
multirresistencia Q151M, se asocia con altos niveles de re-
sistencia a diferentes NRTI, con la excepcion del 3TC y
TDF. El complejo Q151M, fue el complejo de multirresis-
tencia mas frecuentemente hallado en nuestra cohorte
en 8,1% de los nifos, con una frecuencia superior a la
comunicada en adultos'®. El complejo de insercion en el
coddn 69 también confiere altos niveles de resistencia a
todos los NRTI y aunque en series con pacientes adultos
se ha presentado en menos del 2% de los casos, ningin
paciente de nuestra cohorte presentaba dicho complejo!.
Respecto a las mutaciones que confieren resistencia a los
NNRTI, la K103N fue la mas frecuentemente hallada en
nuestro estudio (3,3% de todas las mutaciones identifica-
das). Dicha mutacion se asocia con altos niveles de resis-
tencia cruzada a los NNRTT.

Las mutaciones identificadas en nuestra cohorte que
confieren resistencia a IP, fueron divididas en primarias y
secundarias!®!7, Dentro de las mutaciones primarias la
mas prevalente fue la LOOM (2,8 % de todas las mutacio-
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nes), que se selecciona tras fracasos a regimenes que
contengan IP y ha sido descrito en pacientes adultos es-
pecialmente frente a fracasos con saquinavir. El camulo
de mutaciones primarias frente a los IP tiene mayor im-
portancia que la presencia de mutaciones especificas
cuando esta familia de firmacos se emplea con pequenas
dosis de ritonavir. En pacientes adultos, se han comuni-
cado tasas mas altas de éxito terapéutico en regimenes
TARGA de rescate que incluyan un IP potenciado cuando
los pacientes tienen 5 mutaciones primarias 0 menos en
el gen de la proteasa'®.

Nuestro estudio muestra como la aparicion de resisten-
cias al TAR es un fenémeno frecuente en nifios, que com-
plica el manejo de esta infeccion en éstos. Son por tanto
precisos mas estudios que evalten la aparicion de resis-
tencia a ARV en pacientes pediatricos y que contribuyan
a seleccionar los regimenes mas 6ptimos tras un fracaso
terapéutico en ninos.
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