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Prevalencia de mutaciones asociadas a resistencia
a Rilpivirina (RPV) en muestras clinicas en Argentina
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La Rilpivirina esun NNRTI (inhibidor
no nucleosidico de la transcriptasa reversa) de
segunda generacidon que estd indicado en
combinacidon con otros agentes antirre-
trovirales para el tratamiento de la infeccién
por VIH en pacientes adultos. En el siguiente
trabajo Laboratorio MANLAB nos muestra la
prevalencia de mutaciones de resistencia a
NNRTI en pacientes infectados por VIH-1
incluyendo poblacién sin historia previa de
tratamiento antiretroviral, con tratamiento
previo con NNRTIs de primera generacién y
enindividuos con fracaso terapéutico.
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Resumen

La Rilpivirina (RPV) es un NNRTI
(inhibidor no nucleosidico de la transcriptasa
reversa) de segunda generacidon que se
administra en combinacion con otros antire-
trovirales. Se han reportado mutaciones
asociadas a resistencia (RAM) a RPV: L100I,
K101E/P, E138A/G/K/Q/R, V179L, Y181C/I/V,
Y188L, G190A/S/E, H221Y, F227C y M230I/L.
La prevalencia de RMA fue analizada en 400
muestras clinicas por técnicas de secuen-
ciacién poblacional. Los resultados mostraron
que 31 poseian mutaciones asociadas a alto
nivel de resistencia, 46 a moderado nivel de
resistencia y 45 a bajo nivel. La mutacion que
aparecié mas frecuentemente fue Y181C
(24/400) seguida por G190A (21/400). En 43
muestras se observé mas de una mutacion de
resistencia.

La prevalencia de mutaciones
asociadas a resistencia a RPV indica la
necesidad de evaluar individualmente a cada
paciente antes de introducir RPV en su
tratamiento y de realizar una vigilancia activa
de la resistencia en la poblacién de infectados
por VIH-1.

Introduccién

La Rilpivirina (RPV) es un NNRTI
(inhibidor no nucleosidico de la transcriptasa
reversa) de segunda generacion que esta
indicado en combinacion con otros agentes
antirretrovirales para el tratamiento de la
infeccion por VIH en pacientes adultos,
administrdndose una Unica dosis diaria de 25
mg.

En el mercado local la droga se
encuentra disponible integrando co-
formulaciones con Emtricitabina y Tenofovir
(FTCy TDF) en regimenes de 1 dosis diaria. En
otros paises también esta disponible en
combinacion con Dolutegravir (DTG).

Su actividad in vitro contra cepas de
VIH resistentes a NNRTIs parece ser similar a
la de la Etravirina (ETV), otro NNRTI de
segunda generacion pero superior a los
NNRTIs de primera generaciéon, Nevirapina
(NVP)y Efavirenz (EFV).

La RPV conserva su actividad frente a
variantes virales portadoras de mutaciones
asociadas a resistencia a NNRTIs de primera
generacion, tales como K130N (1). Al ser un
NNRTI del grupo de las diarilpirimidinas posee
cierta flexibilidad estructural que posibilita su
unién al bolsillo NNRTI en varias confor-
maciones y por este motivo es relativamente
adaptable a mutaciones en la retro-
transcriptasa de VIH-1(2). Otras ventajasdela
RPV son su mejor tolerabilidad y menor
numero de efectos adversos en comparaciéon
con Efavirenz (3).

Pese a las bondades de este antirre-
troviral, durante los estudios clinicos de fase
I1l ECHO y THRIVE se hallaron mutaciones
asociadas a resistencia a RPV mediante el
andlisis de las cepas de VIH-1 de pacientes con
falla viroldgica bajo terapia con RPV (4). En la
retrotranscriptasa de VIH-1 se conoce que las
mutaciones K101E/P, E138A/G/K/Q/R,V179L,
Y181C/I/V, Y188L, H221Y, F227C y M230I/L
causan dicho efecto (5).

De estas mutaciones se sabe que la
presencia de K101E, E138K o Y181C hace



disminuir 2,5-3 veces la susceptibilidad a RPV
y que es comun en pacientes que reciben
este medicamento. E138K fue observada
mas frecuentemente en los pacientes
tratados con RPV que mostraban falla
viroldgica y aparecio junto a M184I/V y otras
mutaciones asociadas a NNRTI. Por otro lado
la mutacién Y181C podria ser antagonista de
E138K segun fue sugerido por Asahchop y
col., 2013 (6).

La mutacion M184l por si sola no
provoca una disminucién en la sensibilidad a
RPV, pero si lo hace si se presenta junto a
E138K (7 veces menos) o a K101E (4,5 veces
menos). Las mutaciones M184l1 y E138K
pueden compensarse mutuamente para
restaurar la aptitud enzimatica compro-
metida por cualquiera de las dos mutaciones
por si sola (7). La co-ocurrencia de las
mutaciones K101E y E138K incrementd
ligeramente la resistenciaa RPV enrelaciona
la otorgada por E138K sola (7). 1135T/L y
mutaciones de escape en linfocitos T
citotoxicos restringidos en HLA*B 51/52
pueden predisponer al VIH-1 a presentar
E138K ante el fracaso de la terapia que
incluya RPV (8).

Las combinaciones L1001+K103N/S y
L100+K103R+V179D estdn fuertemente
asociadas a una susceptibilidad reducida a la
RPV. No obstante, cuando K103N/R/S o
V179D aparecian solas no se detectd ningun
descenso enlasusceptibilidad.

De acuerdo al trabajo de Calvez y col.
(9) las mutaciones con mayor prevalencia en
pacientes no tratados previamente
resultaron ser E138A/G/K/Q/R y Y181C/I/V.
Ademas la prevalencia de estas mutaciones
varia segun region geografica. De esta
manera, las areas donde se registraron
mutaciones en E138 con mas frecuencia
fueron Latinoamérica/Caribe y Europa,
mientras que las de Y181 son parti-
cularmente prevalentes en Norteamérica.
También se registraron variaciones segun el
subtipo de VIH-1 analizado, siendo las
mutaciones en E138 mds frecuentes en el
subtipo-C.

Por otra parte, la resistencia a RPV
fue reconocida en cerca del 20% de los
pacientes para los cuales fallaron otros
NNRTIs y resulté ser mas comun tras la falla
de tratamientos con Etravirina (27.6%) o
Nevirapina (25%) que con Efavirenz (14,5%)
(10) y en el 90% de los casos la resistencia a
RPV en ensayos clinicos de fase |1l condujo a
la resistencia cruzada a Etravirina. Ademas la
resistencia preexistente a NRTIs (inhibidores
nucleosidicos de la transcriptasa reversa) y
NNRTIs en pacientes que cambian a un
régimen RPV-FTC-TDF por razones de
practicidad estd asociada a un riesgo mayor
derecaidaviroldgica (11).

Lambert-Niclot y col. (12,13,14)
encontraron que la prevalencia de la
resistenciaa RPV en pacientes para los cuales
el tratamiento con NRTIs y NNRTIs habia

fracasado y que poseian al menos una
mutacién de resistencia a los NNRTI en su
VIH-1 fue mds de 10 veces mayor que en
pacientes sin terapia antirretroviral previa.

Debido a la presencia de mutaciones
de resistencia a RPV es necesaria la seleccién
cuidadosa de pacientes a los cuales prescribir
esta medicacion, ya sea en primera o
segunda linea, o bien si se desea administrar
RPV en alguna de sus co-formulaciones para
mantener la supresion viroldgica de manera
mas conveniente y econdmica.

El objetivo del presente estudio es
determinar la prevalencia de mutaciones
asociadas a la resistencia a RPV en pacientes
conosintratamiento previocon NNRTIs.

Materiales y métodos

Poblacién de estudio y tipo de muestras

Se analizaron 400 muestras de
plasma con EDTA correspondientes a
pacientes infectados con el virus VIH-1 con
valores de carga viral (CV) = 500 copias/ml,
independientemente de su edad o historia de
exposicidén al TARV (tratamiento antirre-
troviral). Todos los pacientes estudiados
procedian principalmente de la Ciudad
Auténoma de Buenos Aires y sus alrededores
y de algunas provincias del interior de la
Argentina.
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Extraccion del ARN viral

El ARN viral fue extraido a partir de 1
ml| de plasma con EDTA con el equipo
MagnaPure 96 (Roche Diagnostics GmbH) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. En
muestras con valores de CV < 1000 copias/ml
el virus fue concentrado por centrifugacion
durante 1 hora a 17.000 RPM para aumentar
lasensibilidad.

Amplificaciény secuenciacion

El ARN viral extraido fue amplificado
en un procedimiento de un solo paso usando
el LC RNA VIRUS MASTER kit (Roche
Diagnostics GmbH) y los cebadores MJ3y MJ4
(15) para la transcriptasa reversa (RT) y 5'prot
1y 3’prot 1 para la proteasa (PR) (16). Los
productos amplificados se sometieron a PCR
anidada utilizando los cebadores A-35 y Nel-
35(17) paralaRTy5 prot2y 3’ prot2parala
PR (16).

La reaccion de secuenciaciéon fue
realizada con el BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EEUU) a partir de los productos de
PCR purificados, utilizando los cebadores
5’prot 2 y 3'prot 2, con la obtencién de la
secuencia nucleotidica completa del gen que
codifica para la PR viral (codones 1-99) y A-20
y Nel-20 para obtener la secuencia nucleo-
tidica parcial del gen que codifica para la RT
viral (codones 20-240) (17).

En todos los casos los ciclados fueron
llevados a cabo en un Veriti Thermal cycler
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.).

Los productos de las reacciones de
secuenciacion fueron purificados y sometidos
a electroforesis capilar en un secuenciador
automatico ABI PRISM 3500 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.)y
las secuencias nucleotidicas fueron analizadas
mediante los softwares de andlisis de
secuencias, Sequencer Analysis v 5.4 y
ChromasLite 2.1.1.

Para evaluar la presencia de muta-
ciones asociadas a resistencia a los antirre-
trovirales las secuencias analizadas fueron
incorporadas en la base de datos de la
Universidad de Stanford de libre acceso
https://hivdb.stanford.edu/hivdb/by-

sequences/ con la finalidad de identificar las
mutaciones asociadas a resistencia a
antirretrovirales.

Resultados

Se observaron mutaciones asociadas
a Ripilvirina en 122 de las 400 muestras
analizadas. Dentro de estas, la que aparecio
con mayor frecuencia fue Y181C (24/122),
seguida por G190A (21/122), E138A (16/122),
K101E (15/122), L100I (13/122), E138K
(7/122), G190S (6/122), Y188L (5/122), G190E
(4/22), Y181C/1 (3/122), M230L (2/122) y
K101P (1/122)y E138G/Q (1/122)%. (Tabla 1y
Figural).
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Tabla 1: Prevalencia de mutaciones detec-
tadas segun niveles de resistencia reportados
para esa mutacion
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Prevalencia de mutaciones detectadas segun
los niveles de resistencia: total de mutaciones
detectadas 122/400 (30.5 %), prevalencia por
nivel de resistencia: de nivel alto: 31/400 (7.7
%) , de nivel intermedio: 46/400 (11.5 %) y
nivel bajo45/400 (11.2%).

De las muestras con mutaciones
detectadas (n=122), 31 poseen mutaciones
asociadas a alto nivel de resistencia a RPV, 46
poseen resistencia de nivel intermedio y 45 de
bajo nivel. (Tabla 1y Figura 2).

Los codones mas comunmente muta-
dos fueron el 181 (35/122) y el 190 (31/122),
les siguieron en frecuencia de mutacion los
codones 138 (25/122), 101 (16/122), 100
(13/122) y 188 (5/122). El codén mutado con
menor frecuencia (2/122) resulté serel 230.
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Figura 1: Mutaciones detectadas segun el
codon
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Figura 2: Mutaciones detectadas segun
niveles de resistencia reportados para los
codones mutados
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Distribucion de las muestras en base a las
mutaciones detectadas y a los niveles de
resistencia asignados.

En 43 delas 122 muestras que presen-
taron mutaciones a NNRTIs se hallé mas de
una mutacién. Los resultados correspon-
dientes a la combinacidn de mutaciones se
puede observarenlaTabla 2.
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Tabla 2: Prevalencia de mutaciones de

resistencia combinadas

al total de muestras analizadas representan
43/400(10.7 %).
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Total 43

De las 122 muestras que presentaron muta-
ciones asociadas a resistencia 43 (35.2 %) pre-
sentaron asociacion de mutaciones, respecto

Otras mutaciones asociadas a
NNRTI de primera generaciéon que se
detectaron fueron: V179l (9/400), V179D
(16/400), V179E (3/400), V179T (1/400),
K103N (18/400) K103R (4/400).

Discusion

En el presente estudio se muestra la
prevalencia de mutaciones de resistencia a
NNRTI en pacientes infectados por VIH-1
incluyendo poblacion sin historia previa de
tratamiento antiretroviral, con tratamiento
previocon NNRTIs de primera generaciényen
individuos con fracaso terapéutico. Se utilizd
secuenciacion poblacional de las variantes
circulantes en plasma.

La prevalencia global de mutaciones
asociadas a resistencia a NNRTIs obtenida es
del 30.5 % (122/400) en la poblacién
estudiada, valor significativamente mayor que
la obtenida por otros autores. En un meta

analisis realizado (9) en base a 138 publi-
caciones que comprendian 64.466 pacientes
sin antecedentes de tratamiento previo con
RPV la prevalencia en Latinoamérica fue del
3.6%. La base de datos de resistencia a
antivirales de VIH-1 del Reino Unido indica
unaresistencia global del 6.2 % para RPV.

Recientemente ha sido publicado un
trabajo (18) con pacientes de la poblacidn
Argentina sin tratamiento previo, en el cual se
detectd resistencia a RPV en un 13 %. Por otra
parte Picchioy col. (19) han detectadoun 17 %
de muestras resistentes en individuos infec-
tados.

Del total de muestras con mutaciones
el 7.75 % (31/400) poseian resistencia de alto
nivel lo que hace suponer un probable fracaso
terapéutico y un 11.5 % (46/400) resistencia
intermedia.

Se detectd la presencia de dos
mutaciones asociadas a resistenciaen 10.75%
(43/400). La combinacion E138K+ M184l,
asociada a niveles altos de resistencia no fue
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detectada en ninguna muestra.

La utilizacién de secuenciacién de
nueva generacion (NGS) podria brindar mayor
informacion sobre la prevalencia de muta-
ciones de resistencia. Con esta metodologia es
posible determinar poblaciones minoritarias
de entre el 2 % y el 20 % que con la
metodologia utilizada en este estudio no es
posible detectar. Estas mutaciones minori-
tarias podrian ser la causa del fracaso
terapéutico en algunos casos aunque la
importancia de su detecciéon no esta
ampliamente aceptada.

Los resultados obtenidos muestran la

necesidad de la vigilancia activa de la
resistencia hacia RPV y otros antiretrovirales.
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