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1. RESUMEN

Introduccion: Actualmente, la terapia antirretroviral de gran actividad (TARGA) es
indispensable en el manejo de la enfermedad por el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), debido a que es capaz de reducir la transmision, morbilidad y
mortalidad por la infeccidén. Sin embargo, el uso de mdultiples farmacos aumenta el
riesgo de graves efectos secundarios, como el sindrome de QT largo. A la fecha, la
asociacion entre el tipo de TARGA y este, en nuestro medio, no ha sido analizado de
forma sistematica.

Objetivo: Asociar el tipo de tratamiento antirretroviral con el sindrome de QT largo en
pacientes con enfermedad por el VIH en el Hospital Regional ISSSTE de Puebla.
Material y métodos: estudio de cohorte, analitico, observacional, longitudinal y
ambispectivo. Se analiz6 una muestra de 154 pacientes adultos, ambos sexos,
infectados por el VIH, bajo TARGA y divididos por el esquema empleado:
tenofovir/emtricitabina/efavirenz (Atripla®) o tenofovir/emtricitabina (Truvada®) +
dolutegravir (Tivicay®). A través de electrocardiografia (ECG), se cuantifico el intervalo
QT corregido (QTc) al inicio y a los 12 meses del tratamiento. Un QTc >0.44 s se
identific6 como prolongado. Asimismo, se recabaron sus principales caracteristicas
clinicas y sociodemograficas. Se empleé estadistica descriptiva e inferencial para la
(chi cuadrada y riesgo relativo) y el contraste de las variables entre los tipos de
tratamiento. Un valor de p < 0.05 se consideré como estadisticamente significativo.
Resultados: se reclutaron 77 pacientes por esquema de tratamiento. El 89 % fueron
hombres y la media de edad en afios fue 41.4 + 12.6 DE. En los ECG de seguimiento,
no se encontraron cambios en el intervalo QTc entre los pacientes tratados con
Truvada® + Tivicay®; sin embargo, entre los pacientes tratados con Atripla®, 6.5 %
presentaron un intervalo QTc prologando (p = 0.046). Asimismo, la hipertension arterial
sistémica (HAS) (p = 0.047) y el tabaquismo (p = 0.044) se asociaron con el sindrome.
Conclusion: la administracion de Atripla®, se asocié con el sindrome de QT largo,

especialmente entre los individuos con HAS y tabaquismo.



2. INTRODUCCION

Se estima que casi 180,000 personas seropositivas para el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) vivian en México hasta el cierre de 2019, lo que se
traduce en una prevalencia del 0.3 % (1). Asimismo, desde 1983, se registraron
210,931 en el mismo lapso y, hasta el 2017, la tasa de mortalidad por esta infeccion
fue de 3.82 por cada 100 mil habitantes (1).

Sin embargo, al inicio de la epidemia, la adquisicion del VIH se consideraba una
sentencia de muerte, ya que no existian tratamientos especificos y el manejo clinico
se limitaba a la atencién de los sintomas y otras comorbilidades asociadas (2). De igual
manera, en los primeros afios de la epidemia en México, la mortalidad crecia en forma
exponencial y su letalidad era cercana al 100 % (3).

Esta situacion cambi6 radicalmente en 1996, cuando surgid una nueva terapia
denominada tratamiento antirretroviral de alta actividad (TARAA), reduciendo las tasas
de mortalidad en practicamente todo el mundo (4). Debido a su efectividad,
actualmente la infeccion por VIH se considera una condicién cronica tratable que ha
permitido a las personas infectadas aumentar su esperanza de vida (5).

El uso insustituible de estos farmacos en el tratamiento contra el VIH aumenta las
comorbilidades en estos pacientes, incluyendo enfermedad y muerte cardiacas, asi
como diversos factores de riesgo de enfermedad cardiovascular (ECV) (6). Uno de
estos factores son las anomalias adquiridas del sistema de conduccion del corazén,
en particular la prolongacion de la duracion de la sistole ventricular, traducido como el
reflejo eléctrico en el electrocardiograma (ECG) en reposo que se observa como el
intervalo QT, cuya medida compensada para la frecuencia cardiaca se conoce como
intervalo QT corregido (QTc) (7). La prolongacién de este intervalo puede provocar
arritmias ventriculares y muerte (8).

El QTc prolongado inducido por farmacos puede provocar torsades de pointes (TdP),
una forma de taquicardia ventricular. Esto puede ser transitorio o deteriorarse en
fibrilacion ventricular, lo que generalmente resulta en paro cardiaco y muerte subita
(9). Existe un riesgo particularmente mayor de TdP cuando el QTc es >500

milisegundos o cuando un farmaco aumenta el QTc inicial en >60 a 70 milisegundos

(8).



Los resultados de estudios in vitro muestran que los inhibidores de la proteasa, como
nelfinavir, ritonavir, saquinavir y lopinavir bloquean los canales de potasio del gen
hERG (human ether-a-go-go-related gene) de manera dependiente de la dosis. El
blogueo de los canales de hERG es el mecanismo predominante por el cual los
farmacos inducen la prolongacion del intervalo QT (10).

Por lo tanto, es importante evaluar parametros electrocardiograficos como el QTc en
pacientes con VIH en TARAA para tener una comprension integral de su riesgo de
eventos cardiovasculares y proporcionar una base racional para las acciones que

reduciran la aparicion de morbilidad cardiovascular y mortalidad (11).



3. ANTECEDENTES

3.1. ANTECEDENTES GENERALES

3.1.1. Enfermedad por el virus de la inmunodeficiencia humana

El'VIH es un miembro del género lentivirus y a la familia retroviridae, que poseen genes
complejos y exhiben particulas del nucleo de la capside en forma de cono (12). Este
virus es esférico, con un diametro de aproximadamente 120 nm y picos de
glicoproteina viral sobresalen de su envoltura (gp120, gp41) (13).

El nucleo caracteristico en forma de cono existe dentro del virion, encerrando el
complejo de ribonucleoproteina (RNP), que se compone de ARN viral, nucleocapside
(NC) y enzimas virales (14).

El virién del VIH se gema y se libera de la célula infectada como una particula inmadura
con forma de rosquilla. Durante o inmediatamente después de la liberacién, la proteasa
viral (PR) se activa y posteriormente procesa la proteina estructural viral Gag (15). El
genoma del VIH esta codificado por ARN, que se transcribe de forma inversa a ADN
viral mediante la transcriptasa inversa viral (RT) al entrar en una nueva célula huésped
(16).

Hoy en dia, el VIH infecta a casi 40 millones de personas en todo el mundo (12). Se
estima que, en 2016, existian 36.7 millones de personas que vivian con el VIH en todo
el mundo, de las cuales el 53 % estaban en Africa oriental y meridional (17). De
acuerdo con la OMS, en 2019, habia aproximadamente, 38 millones de personas en
todo el mundo con el sindrome de la inmunodeficiencia humana (SIDA). De ellas, 36.2
millones eran adultos, 19.2 millones eran mujeres, y 1.8 millones eran nifios (<15 afos)
(17).

A finales de 2019, 25.4 millones de personas con VIH (67 %) estaban accediendo a la
terapia antirretroviral (TAR) en todo el mundo (18). EI nUmero de personas recién
infectadas con el VIH en todo el mundo esta disminuyendo. Sin embargo, esta
tendencia a la baja no es constante en todo el mundo. Por ejemplo, mientras que la
region de Africa oriental y meridional tuvo una disminucion del 29 % en la incidencia
de VIH entre 2010 y 2016, en el mismo periodo América Latina no mostré cambios en
las tasas de nuevas infecciones, mientras que Europa oriental y Asia central

experimentaron un aumento del 60 % (17).
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En México, el tratamiento antirretroviral es de acceso universal y gratuito desde 2003
(19). El nUmero de personas en tratamiento antirretroviral en el pais se incremento 13
%, de 2016- 2017 (20). Hasta el mes de noviembre de 2019 se reportaron 202,295
casos de enfermedad por VIH/SIDA y una mortalidad por complicaciones es de
3.8/100,000 habitantes, lo que representa aproximadamente 4720 muertes (21).

El VIH esta presente en la sangre y los fluidos corporales de una persona infectada,
por lo que puede transmitirse a través del contacto sexual, parenteral, perinatal o a
través de la lactancia (17). El virus se puede aislar de la mayoria de las personas que
dan positivo por la presencia de estos anticuerpos. Se debe asumir que cualquier
persona que tenga anticuerpos contra el virus esta infectada y probablemente sea
capaz de transmitir el virus (22).

La infeccion por VIH se asocia con una variedad de alteraciones en la funcion
metabdlica, mas notablemente hiperlipidemia, lipodistrofia por redistribucion de grasa
corporal versus lipoatrofia, acidosis lactica, resistencia a la insulina e hiperglicemia. Al
menos el 90 % de los pacientes infectados por el VIH tienen al menos una
manifestacion oral en algiin momento durante el curso de su enfermedad, como
candidiasis, ulceras, gingivitis y periodontitis necrosante (24).

Los tratamientos antivirales actuales pueden reducir la morbilidad asociada al VIH,
prolongar la supervivencia y prevenir la transmision del VIH (26). Se requiere una
terapia antirretroviral combinada (CART) que contenga preferiblemente tres farmacos
activos de dos o mas clases para una supresion virolégica duradera. Desde la
aprobacion de la zidovudina (AZT) en 1987, se han aprobado mas de 25 agentes
antirretrovirales en seis clases mecanicas para tratar la infeccion por VIH (27).
Aproximadamente 30 medicamentos diferentes dirigidos a cuatro pasos diferentes en
el ciclo de replicacion del VIH-1 estan aprobados actualmente para su administracion
a personas gue son VIH positivos en los Estados Unidos. Los inhibidores nucledsidos
de la transcriptasa inversa (NRTI) y los inhibidores de la transcriptasa inversa no
nucleosidos (NNRTI) se dirigen al paso de transcripcion inversa que convierte el ARN
genomico viral en ADN lineal bicatenario, mientras que los inhibidores de proteasa
inhiben la actividad de la proteasa, que es fundamental para la maduracion del virus
(28).



La terapia antirretroviral de gran actividad (TARGA) prescribe habitualmente un NRTI,
un NNRTI y un inhibidor de la proteasa en una sola pastilla 0 en varias combinaciones
de pastillas. Este enfoque combinatorio del tratamiento farmacoldgico suprime
significativamente la probabilidad de seleccion y la consecuencia resultante de cepas
de VIH-1 resistentes que surgen rapidamente durante la monoterapia (12).
Recientemente, la aprobacion de la formulacién inyectable de accién prolongada
cabotegravir fue declinada por la Administracién de Medicamentos y Alimentos (FDA,
por sus siglas en inglés) de los Estados Unidos no por los ensayos clinicos sino por
los controles de fabricacion (29). Otras tecnologias de administracién de farmacos de
liberacion sostenida pueden aumentar aun mas la conveniencia de la terapia
antirretroviral, pero es probable que requieran farmacos mas potentes debido a la
capacidad limitada de los parches, implantes y otras tecnologias de administracion de
farmacos actualmente disponibles (27).

En la actualidad, el inicio de tratamiento antirretroviral esta indicado en todos los
individuos con enfermedad por VIH al momento del diagnéstico, a excepcion de
algunas situaciones clinicas donde su inicio puede ser retrasado a criterio del médico
especialista (30).

El tratamiento antirretroviral combinado tiene como objetivo suprimir la replicacion viral
y permitir la reconstitucion del sistema inmune. La respuesta virolégica Optima se
define por la carga viral por debajo del nivel de cuantificacion (20,40 o 50 copias/mL)
de manera persistente e ininterrumpida. El tratamiento antirretroviral de gran actividad
(TARGA) recomendado debe incluir al menos 3 farmacos que hayan demostrado
eficacia clinica y mejor perfil de seguridad (31).

Los ITRNN (efavirenz) se asocian a reacciones adversas de intensidad moderada en
5% de pacientes (rash, mareo, nausea, cefalea, fatiga, insomnio y vomito) o severa en
2% (sintomas psiquiatricos, neurolégicos y hepatotoxicidad) (32).

Por otro lado, las reacciones adversas por inhibidores de integrasa mas comunes son
de intensidad moderada a severa y con una incidencia del 2% (insomnio, fatiga y
cefalea).



Debido a su alta barrera genética y mejor perfil de seguridad algunos inhibidores de
integrasa son considerados los farmacos de primera linea para el tratamiento de
enfermedad por VIH (33).

En noviembre de 2018 se publicé a nivel nacional la guia de manejo antirretroviral de
las personas con VIH que recomienda como tratamientos preferentes los esquemas
de 2 NRTI e inhibidor de integrasa (nivel de evidencia y grado de recomendacion IA)
0 2 NRTI e NNRTI (IB) (34).

3.1.2. Sindrome de QT largo

El ECG es considerado uno de los estudios de mayor valor en los pacientes con
enfermedad cardiaca por su bajo costo y amplia disponibilidad. Se define como el
registro de la actividad eléctrica del corazon proyectada en varios sitios de la superficie
corporal en funcién del tiempo, representado de forma grafica por trazo continuo de
los fendmenos de despolarizacion-repolarizacion miocéardica (onda p, complejo QRS y
onda T) (35).

El sindrome de QT largo se representa una familia heterogénea de trastornos
electrofisiolégicos caracterizados por la prolongacion de QT y anomalias en laonda T
asociado con sincope, sin embargo, la muerte subita cardiaca puede ocurrir debido a
TdP (36).

El intervalo QT es medido desde el inicio del complejo QRS hasta el final de la onda
T; sin embargo, debe ser corregido de acuerdo con la frecuencia cardiaca (QTc) para
ser comparado con los parametros de normalidad establecidos. Siempre debe incluirse
su interpretacion en el ECG debido a que se ha asocia a arritmias malignas o muerte
subita (37).

El sindrome de QT largo representa una enfermedad potencialmente letal con una
mortalidad de 21 % en pacientes sintomaticos sin tratamiento y 1 afio de seguimiento

desde el primer evento de sincope (38).



El sindrome de QT largo es diagnosticado mediante los hallazgos electrocardiograficos

caracteristicos: QTc que excede 0.45 s en hombres y 0.47 s en mujeres. Se

recomienda para el calculo de QTc la formula de Bazzet: QT/ARR. (36).

Las causas de sindrome de QT largo adquirido incluyen (39):

Farmacos antiarritmicos (quinidina, procainamida, sotalol, dofetilida y amiodarona).
Psicotropicos (haloperidol y metadona).

Antimicrobianos (macrdélidos, quinolonas, azoles, inhibidores de proteasa e
NNRTI).

Otros farmacos (cisaprida y trioxido de arsénico).

Desequilibrio electrolitico (hipocalemia, hipomagnesemia e hipocalcemia).

Se ha observado que el nimero de casos de sindrome de QT largo en pacientes con

enfermedad por el VIH en comparacion a la poblacion general (40).



3.2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

3.2.1. Asociacién entre la administracion de farmacos antirretrovirales y el

sindrome de QT largo

Chinello et al. encontraron en un estudio en 650 pacientes con enfermedad por VIH y
evidenciaron que la prevalencia de QTc mayor a 0.45 segundos fue de 9.8 % de
pacientes (64) (41). Por otro lado, Solisman et al. realizaron un estudio de 4,518
personas con VIH para determinar la prevalencia de anormalidades en estudio de ECG
en y describieron una prevalencia de 1.1 % de sujetos con intervalo QT prolongado
(49) y, ademas sugirieron su asociacion a aumento de eventos cardiovasculares
mayores (42).

Los factores de riesgo asociados al desarrollo de sindrome de QT largo son: el
tratamiento con efavirenz, nelfinavir, metadona, cotrimoxazol y alcohol (41). Ademas,
se ha encontrado que la dislipidemia y disfuncion diastélica son factores
independientes asociados a la prolongacién de intervalo QTc en pacientes con VIH
(43).

Existen multiples reportes de sindrome de QT largo y tratamiento antirretroviral con
inhibidores de transcriptasa reversa no nucleésidos (efavirenz y nelfinavir) e
inhibidores de proteasa (atazanavir/ritonavir); sin embargo, no existen estudios
aleatorizados concluyentes de que exista una relacién causal independiente (44).

En un estudio retrospectivo realizado en poblacion mexicana con VIH/SIDA no se
encontré relacion entre la prolongacion de QTc y el tratamiento antirretroviral con
efavirenz o inhibidores de proteasa, aunque se encontr6 acortamiento de QT con
raltegravir (45).

En un ensayo clinico aleatorizado en sujetos sanos la administracion de dolutegravir a
dosis supraterapéuticas no demostro tener efecto en la repolarizacion cardiaca (46).
Ademas, el tratamiento de cabotegravir tampoco produce cambios significativos en el
intervalo QT de acuerdo con el reporte de un estudio en personas sanas. Esto sugiere
un mejor perfil de seguridad cardiovascular de los inhibidores de integrasa en

comparacion a otros tipos de farmacos antirretrovirales (47).



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las opciones de tratamiento para la infeccion por VIH se han expandido
considerablemente en los ultimos afios y, en la actualidad, incluyen regimenes
combinados que prolongan significativamente la supervivencia de las personas
afectadas por el VIH. Dichos regimenes, también denominados terapia antirretroviral
de alta o gran actividad, por lo general, consisten en =22 inhibidores de la transcriptasa
inversa nucledsidos (NRTI) combinados con 21 inhibidor de la proteasa del VIH o un
inhibidor de la transcriptasa inversa no nucleésido (NNRTI). Esta compleja terapia
aumenta ampliamente el potencial de interacciones medicamentosas y el riesgo de
efectos adversos graves. Debido a la polifarmacia y las anomalias electroliticas
asociadas con la enfermedad, la poblacion con VIH puede ser particularmente
propensa a desarrollar el sindrome de QT largo, con la aparicion de un tipo
caracteristico de taquicardia ventricular polimorfica conocida como torsades de
pointes, que predispone a la fibrilacion ventricular y la muerte subita. A pesar de que
el sindrome de QT largo adquirido se ha reportado previamente en pacientes con VIH
a quienes se les prescriben distintos tipos de farmacos antirretrovirales, a la fecha, su
asociacion no ha sido analizada de forma sistematica en los pacientes atendidos en el
Hospital Regional ISSSTE de Puebla.

4.1. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cudl es la asociacién del tipo de tratamiento antirretroviral con el sindrome de QT
largo en pacientes con VIH?
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5. OBJETIVOS

5.1.

OBJETIVO GENERAL

Asociar el tipo de tratamiento antirretroviral con el sindrome de QT largo en pacientes

con enfermedad por el VIH en el Hospital Regional ISSSTE de Puebla.

5.2.
5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la prevalencia de prolongacion del intervalo QTc en pacientes que
reciben inhibidores de transcriptasa inversa analogos nucledésidos e inhibidor de
integrasa.

Determinar la prevalencia de prolongacion del intervalo QTc en pacientes que
reciben inhibidores de transcriptasa inversa analogos nucledsidos e inhibidor de
transcriptasa inversa no analogo de nucledsido.

Asociar la prolongacion del intervalo QTc en pacientes que reciben inhibidores
de transcriptasa inversa analogos nucledsidos/inhibidores de integrasa e
inhibidores de transcriptasa inversa analogos nucledsidos/inhibidor de

transcriptasa inversa no analogo de nucleésido.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. TIPO DE ESTUDIO

Estudio de cohorte

6.2. CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO

Por el objetivo general: comparativo de asociacion.

Por la maniobra del investigador: observacional.

Por el nUumero de mediciones de las variables: longitudinal.
Por la recoleccion de la informacién: ambiespectivo .

Por la fuente de la informacién: prolectivo.

Por la conformacién de los grupos: homodémico.

Por el nUmero de unidades participantes: unicéntrico.

6.3. UBICACION ESPACIOTEMPORAL

El presente estudio fue llevado a cabo por el servicio de medicina interna, en
colaboracion de los servicios de infectologia y cardiologia del Hospital Regional del
ISSSTE Puebla, ubicado sobre la avenida 14 Sur numero 4336, Colonia Jardines de

San Manuel, cédigo postal 72570, H. Puebla de Zaragoza, Puebla.

6.4. ESTRATEGIA DE TRABAJO

Se revisaron todos los casos pertenecientes al Hospital Regional ISSSTE Puebla, con
diagnéstico de  VIH que se  encontraron en tratamiento  con
Tenofovir/Emtricitabina/Efavirenz o Tenofovir/Emtricitabina/dolutegravir. Los datos de
obtuvieron a través de una cohorte desde marzo 2019 la cual, que se ha seguido
hasta el momento

Se realizd una investigacién de los antecedentes de relevancia para el proyecto,
definidas en los criterios de seleccion.

Se integraron 2 grupos de tratamiento antirretroviral: el grupo de casos en tratamiento
con tenofovir/emtricitabina/efavirenz (Atripla®) y el grupo control en tratamiento con

tenofovir/emtricitabina (Truvada®) + dolutegravir (Tivicay®).
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Se evaluo el ECG de superficie de 12 derivaciones realizado al inicio del tratamiento
antirretroviral, a los 6 meses y 12 meses desde el inicio de tratamiento.

Se integré6 una base de datos especifica para el protocolo bajo el principio de
confidencialidad donde fueron registrados los datos obtenidos de los participantes.

6.5. MARCO MUESTRAL

6.5.1. Poblacion fuente
Pacientes derechohabientes del Hospital Regional ISSSTE, Puebla, pertenecientes a
la consulta externa de infectologia con diagnoéstico de VIH, en tratamiento

antirretroviral.

6.5.2. Poblacién elegible

Pacientes derechohabientes del Hospital Regional ISSSTE Puebla, ambos sexos,
mayores de 18 afios, con infeccidn del VIH, en tratamiento antirretroviral con Atripla®
o Truvada® + Trivicay®, sin cardiopatia estructural o funcional asociada.

6.6. CRITERIOS DE SELECCION

6.6.1. Criterios de inclusién

6.6.1.1. Pacientes derechohabientes del ISSSTE.

6.6.1.2. Mayores de 18 afos.

6.6.1.3. Ambos sexos.

6.6.1.4. Pacientes con diagnostico de enfermedad por VIH (prueba de Western blot
positiva).

6.6.1.5. Evaluacion electrocardiogréfica inicial normal.

6.6.1.6. En tratamiento antirretroviral en consulta externa de infectologia con
tenofovir/emtricitabina/dolutegravir o tenofovir/emtricitabina/efavirenz.

6.6.1.7. Firma de consentimiento informado.

6.6.2. Criterios de exclusion
6.6.2.1. Pacientes embarazadas, en puerperio o lactancia.

6.6.2.2. Pacientes hospitalizados.
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6.6.2.3. Presencia de cardiopatia estructural

6.6.2.4. Presencia de arritmia cardiaca u otras alteraciones electrocardiograficas al
inicio del estudio.

6.6.2.5. Tratamiento farmacologico asociado prolongacion de QTc (antiarritmicos,
psicotropicos, antibidticos, etc.).

6.6.2.6. Presencia de dispositivos cardiacos (marcapaso, desfibrilador o
resincronizador).

6.6.2.7. Presencia de toxicomanias.

6.6.3. Criterios de eliminacién

6.6.3.1. Abandono de tratamiento o pérdida durante el estudio.

6.7. DISENO Y TIPO DE MUESTREO

Probabilistico aleatorizado simple.

6.8. TAMANO DE LA MUESTRA

Se planed un estudio de cohorte. Los datos anteriores indicaron que la probabilidad de
exposicion entre los controles fue de 1%. Si la probabilidad real de exposicion entre
los casos fue de 9.8%, se tuvieron que estudiar 77 pacientes por grupo para poder
rechazar la hipotesis nula, ya que las tasas de exposicion para casos y controles fueron
iguales a la potencia de 0,8. La probabilidad de error de tipo | asociada con esta prueba
de esta hipétesis nula es de 0.05, por lo cual se usé x2.

6.9. DEFINICION DE LAS VARIABLES Y ESCALAS DE MEDICION

. Definicion Definicion Clasificacion Escala de Instrumento de
Variable . . L Valor L
conceptual operacional metodologica | medicidn medicion
Condicién .
. Caracteristicas -
organica, . Categorica
) fenotipicas de ) ) Hombre = 0 ) .
Sexo masculina o Independiente Nominal . Cuestionario
. hombre o . Mujer = 1
femenina de los ) dicotomica
mujer
seres humanos
Tiempo que ha Numero de . Edad en . .
Edad o ~ ) Independiente 5 Cuestionario
vivido una persona | afios de vida a afios
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partir del Cuantitativa
nacimiento continua
acumulacién
anormal o excesiva indice de »
. Categorica No=0
. de grasa que masa igual o ) ) i
Obesidad Independiente Nominal Célculo de IMC
puede ser mayor a 30 . )
o dicotémica Si=1
perjudicial para la kg/m?
salud
Consumo crénico y
continuado o al
consumo periédico
de alcohol que se
caracteriza por un
deterioro del
Ingesta
control sobre la . »
) o cronicay Categorica No=0
) bebida, episodios ) ) ) . .
Alcoholismo continua de Independiente Nominal Cuestionario
frecuentes de ) o .
. L bebidas dicotomica Si=1
intoxicacion y .
y alcoholicas
obsesién por el
alcohol y su
consumo a
pesar de sus
consecuencias
adversas
Intoxicacién aguda
. Consumo -
o crénica o Categorica No=0
. . crénico 'y . . . .
Tabaquismo producida por el ) Independiente Nominal Cuestionario
. continuo de o .
consumo abusivo dicotémica Si=1
tabaco
de tabaco.
Esquema de
tratamiento Tenofovir /
con 2 emtricitabina
inhibidores de +
Combinacién de transcriptasa » dolutegravir
. i ) Categorica
Tratamiento | farmacos capaces inversa . . =0 . .
. . o 3 Independiente Nominal Cuestionario
antirretroviral de suprimir la analogos .
L . dicotémica )
replicacion de VIH nucledsidos e Tenofovir /
inhibidor de emtricitabina
integrasa o | efavirenz
analogo no =1
nucledsido
Segmento del Distancia en -
. Categorica Normal =0
Intervalo electrocardiograma segundos ) ) .
. Dependiente Nominal Prolongado | Electrocardiograma
QTc que representa la medido desde .
L o dicotomica =1
despolarizaciéon y el inicio de
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repolarizacion de QRS al final de

ambos ventriculos laondaT

6.10. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos fueron analizados utilizando los softwares Windows® Excel® 2016 y
GraphPad® Prism®, version 6, para Windows®. Se utilizé estadistica descriptiva para
los datos generales de los grupos de estudio y las caracteristicas sociodemogréficas
recabadas. Se empleé el porcentaje como medida de proporcion para las variables
categoricas (cualitativas) y la media como la medida de tendencia central y la
desviacién estandar como medida de dispersion en las variables cuantitativas con
distribucién normal y la mediana y el rango intercuartilico (RIC) para aquellas con
distribucién no normal. Para determinar la normalidad en la distribucién de las
frecuencias, se realiz6 una prueba Kolmogorov-Smirnov en los grupos con mas de 50

observaciones y una prueba de Shapiro-Wilk en aquellos con menos de 50.

Para comparar la media de las variables cuantitativas entre grupos independientes,
se utilizo la prueba de t de Student como prueba paramétrica y la U de Mann Whitney
como prueba no paramétrica. Para el analisis bivariado, las variables categoricas
fueron comparadas con la prueba exacta de Fisher. Se obtuvieron los valores de riesgo
relativo (RR) y el intervalo de confianza (IC) del 95 % a través de tablas de
contingencia. Todos los valores de p informados de estos analisis fueron de dos colas

con un nivel de significacion de menor de 0.05.
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7. CONSIDERACIONES ETICAS

El presente protocolo se apegd en todo momento a los estatutos establecidos por el
codigo de Nuremberg, en la autorizacién del participante mediante un consentimiento
informado, en la declaracion de Helsinki que establece la proteccion a personas
vulnerables y en los tres principios basicos de la bioética: autonomia, respeto y
beneficencia.

Se apeg6 a lo establecido en la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para
la Salud, sus articulos:

ARTICULO 13. En toda investigacion en la que el ser humano sea sujeto de estudio,
deberan prevalecer el criterio del respeto a su dignidad y la proteccion de sus derechos
y bienestar.

ARTICULO 18. El investigador principal suspendera la investigacion de inmediato, al
advertir algun riesgo o dafio a la salud del sujeto en quien se realice la investigacion.
Asimismo, sera suspendida de inmediato cuando el sujeto de investigacion asi lo
manifieste.

ARTICULO 20. Se entiende por consentimiento informado el acuerdo por escrito,
mediante el cual el sujeto de investigacion o, en su caso, su representante legal
autoriza su participacion en la investigacion, con pleno conocimiento de la naturaleza
de los procedimientos y riesgos a los que se someterd, con la capacidad de libre
eleccion y sin coaccion alguna

NORMA Oficial Mexicana NOM-012-SSA3-2012. Donde se ha establecido que el
sujeto en investigacion tiene derecho de retirar su pleno consentimiento de continuar
en el grupo de estudio en el momento solicitado. Cuando esto suceda, se debe seguir
con el cuidado de la salud del sujeto para tener la certeza de que no se produjo dafio
alguno relacionado con la intervencion de la investigacion.

La base de datos que concentro la informacion personal de los pacientes, asi como su
informacion de contacto, existié en una Unica copia resguardada por el investigador
principal y fue manejada con estricta confidencialidad. De la misma forma, ningun
producto de la investigacion expuso la identidad de los individuos participes y estos
solo fueron utilizados para fines académicos y de investigacion, en concordancia con

lo establecido por la Ley General de Proteccion de Datos Personales en Posesién de
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Sujetos Obligados. Las potenciales participantes se seleccionaron con equidad y
justicia, donde no existié ningun tipo de discriminacion, ya sea por condiciones fisicas,
sociales, politicas, religiosas, género, preferencias sexuales, etc. Asimismo, los
investigadores declaran no poseer conflictos de intereses con los resultados del
estudio.

El protocolo fue evaluado y aceptado por los comités de investigacion y ética en
investigacion del Hospital Regional ISSSTE, Puebla, con numero de registro a nivel
nacional: 072.2019.
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8. RESULTADOS

Entre marzo de 2019 y marzo de 2020 se incluyeron a 154 pacientes: 77 en el grupo
de pacientes tratados con Atripla® y 77 en el grupo tratado con Truvada® + Trivicay®;
la media de edad de la muestra fue de 41.44 + 12.6 afios y una prueba t para grupos
independientes mostré que no existié diferencia significativa en la edad entre ambos
grupos (tabla 1). Ambos grupos estuvieron conformados por hombres
predominantemente, aunque en menor proporcion en el grupo de casos (tabla 1). No
obstante, una comparacion a través de una prueba x? de Pearson mostré que no hubo

diferencia entre hombres y mujeres entre el grupo de casos y controles (tabla 1).

Tabla 1. Variables sociodemograficas en el grupo de casos y controles, asi como

las comparaciones entre ambos.

Grupo control
Grupo de casos

Caracteristica (Truvada® + ) Valor de p
o (Atripla®)
Trivicay®)
Edad (media; ) 40.2+12.3 42.6+12.8 0.252
Sexo (frecuencia y porcentaje)
Hombres 71 (92.2 %) 66 (85.7 %) 0.199
Mujeres 6 (7.8 %) 11 (14.3 %) '

Entre los antecedentes de los pacientes, se investigd la presencia de obesidad,
diabetes, hipertension arterial sistémica, consumo de alcohol y tabaco. En el grupo
control, se observé que mas de la mitad de los pacientes no presentaron obesidad al
momento del estudio, la mayoria contaron con un diagnostico previo de diabetes
mellitus o tenian hipertension arterial sistémica (tabla 2); en cuanto al uso de alcohol y
tabaco, también se observo que mas de la mitad refirid6 no consumir ninguno. En el
grupo de casos, los hallazgos fueron similares: mas de la mitad de los pacientes no
tuvieron obesidad, diabetes o hipertension arterial y, sobre el uso de sustancias,
menos de la mitad consumian alcohol; no obstante, mas de la mitad fumaban tabaco
(tabla 2).
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Tabla 2. Antecedentes encontrados en los pacientes del grupo de casos y el

grupo control.

(Truvada® + _ Valor de p
Antecedente o (Atripla®)
Trivicay®)
Obesidad
Si 20 (26 %) 25 (32.5 %) 0.479
No 57 (74 %) 52 (67.5 %)
Diabetes mellitus
Si 12 (15.6 %) 14 (18.2 %) 0.830
No 65 (84.4 %) 63 (81.8 %)
Hipertension arterial
Si 18 (23.4 %) 19 (24.7 %) >0.999
No 59 (76.6 %) 58 (75.3 %)
Consumo de alcohol
Si 25 (32.5 %) 33 (42.9 %) 0.244
No 52 (67.5 %) 58 (75.3 %)
Consumo de tabaco
Si 27 (35.1 %) 22 (28.6 %) 0.489
No 50 (64.9 %) 55 (71.4 %)

Se muestran frecuencias y porcentajes de cada variable por grupo. prueba exacta
de Fisher.

Se midié la longitud del intervalo QT basal; se observé una mediana de 380.0
milisegundos en el grupo control (IC del 95 % 366.41 — 381.62); en el grupo de
pacientes tratados con Atripla y una mediana de 380.0 milisegundos (IC del 95 %
377.44 — 388.49) en el grupo de en tratamiento con truvada + trivicay. Posterior al inicio
el tratamiento, se realiz6 un ECG de control, y se volvié a medir la longitud del intervalo
QT, esta vez los pacientes se clasificaron como intervalo prolongado o sin cambios.

En la segunda medicion, dentro del grupo con Atripla®, se observaron a 5 (6.5 %)

pacientes con un intervalo QT prolongado, mientras que 72 (93.5 %) no tuvieron
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cambios; asimismo, en el grupo de pacientes con Truvada® + Trivicay®, ningdn
paciente tuvo cambios electrocardiograficos. Se realiz6 una prueba de asociacion,
mediante la prueba x?> de Pearson, la cual mostr6 que hubo una diferencia

estadisticamente significativa de los cambios en el intervalo QT (figura 1).

Figura 1. Cambios observados en el intervalo QT de control en el grupo de
pacientes en tratamiento con Atripla® y Truvada® + Trivicay®. Se muestran
porcentajes por cada grupo.

Asociacion de QTc prolongado con dos tipos de tratamiento antiretroviral en
pacientes con VIH-SIDA, Hospital Regional, ISSSTE, Puebla.

100
[ QTc prolongado Atripla
= 80+ _— [ QTc prolongado Truvada + Trivicay
5 60
e
2 404
g
o *
20 —
0 | o | r T
Presente Ausente

Chi cuadrada con p<0.05

Se analizaron 77 pacientes de cada grupo de tratamiento, se midio el QTc basal al
inicio del tratamiento y nuevamente al afio.

Para el grupo en tratamiento con Atripla® , el Unico en donde se hallaron cambios, se
realizaron comparaciones de frecuencias para conocer si alguno de los antecedentes
de los pacientes influyé en el alargamiento del intervalo QTc ademas del tratamiento
antirretroviral; no obstante, estos no mostraron diferencias significativas entre los
pacientes del grupo control que tuvieron cambios en el intervalo QT y aquellos que no
los tuvieron. Otra estimaciéon que se hizo fue la del riesgo, el RR, donde se encontré
gue los pacientes con hipertension arterial y quienes fumaban fueron mas propensos
de presentar cambios en el intervalo QTc de manera estadisticamente significativa
(tabla 3).
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Tabla 3. Calculo del riesgo para cambios en el intervalo QT en el grupo de

Atripla® de acuerdo con los antecedentes.

Variable N= 77 RR (ICo5%) P
Frecuencia (%)

Hombre 4 (5.2) 0.3 (0.03-3.2) 0.4

Mujer 1(1.2) 0.3 (0.03-3.2) 0.4

Diabetes 0 (0) 1(1-1.1) 0.6

Hipertension 2 (2.5) 2.3 (0.4-15.2) 0.047*

arterial sistémica

Alcoholismo 1(1.2) 0.5 (0.5-4.7) 0.6

Tabaquismo 3(3.8) 3 (0.5-19) 0.04*

RR, Riesgo relativo. Se muestran frecuencias de los pacientes de acuerdo con sus
resultados en el electrocardiograma de control y sus antecedentes. *, significancia

estadistica.

9. DISCUSION

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la asociacion entre la presencia un intervalo
QTc prolongado en pacientes bajo diferentes esquemas de tratamiento antirretroviral,
siendo estos: tenofovir/emtricitabina/efavirenz (Atripla®) y tenofovir/emtricitabina
(Truvada®) + dolutegravir (Tivicay®). En nuestro estudio, las pruebas estadisticas
mostraron que la edad y el sexo de los pacientes de cada grupo no fueron diferentes
(tabla 1).

Asimismo, sobre los antecedentes clinicos de los pacientes, también se observaron
similitudes en las distribuciones entre los grupos: ambos grupos tuvieron una mayoria
de pacientes sin obesidad; no obstante, siendo proporcionalmente mas bajos para lo
esperado en una poblacién mexicana sin VIH (48). Pese a esto, aunque la prevalencia

de obesidad en pacientes con VIH se ha incrementado en los ultimos afios, los
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porcentajes aun se encuentran por debajo del 50 %, lo cual es consistente con lo
encontrado en el presente estudio (49).

También se observéd un bajo porcentaje de pacientes diabetes mellitus, un resultado
similar a lo esperado en mexicanos de acuerdo con lo reportado por Salas-Zapata y
colaboradores (50); no obstante, estos resultados fueron inferiores a lo encontrado en
otros estudios: por ejemplo, Lawson y colaboradores encontraron, en 2017, que mas
pacientes con VIH tuvieron diabetes cuando los compararon con pacientes sin
infeccion por VIH (51).

En cuanto a la hipertension arterial sistémica, cerca del 20 % de pacientes en cada
grupo tuvieron este diagndstico; una prevalencia similar fue reportada por Campos-
Nonato en 2018 (52).

En cuanto al consumo de sustancias como el alcohol y el tabaco, mas de un cuarto de
los participantes consumian alcohol y aproximadamente un cuarto de los pacientes
manifestaron fumar tabaco; estas proporciones fueron mas bajas que las encontradas
en otras poblaciones con VIH; Machado y colaboradores, en 2017, reportaron 79.4 %
y 55.3 % de uso de alcohol y tabaco, respectivamente, en pacientes con VIH en Rio
de Janeiro, Brasil (53).

La medicion del intervalo QT basal arrojé una mediana dentro de los valores normales
(54). En la evaluacion posterior, el grupo tratados con Atripla®, tuvo pacientes con
alargamiento del intervalo QT; en contraste con el grupo bajo tratamiento con
Truvada® + Tivicay®, no se encontraron pacientes con QT prolongado; esta diferencia
entre los grupos, aunque minima, se encontré estadisticamente significativa (figura 1).
Es posible que el efavirenz (Sustiva®), un inhibidor oral, no nucledsido de la
transcriptasa inversa, sea el farmaco asociado con el alargamiento en el intervalo QT
en nuestro estudio, debido a que el resultado encontrado en el grupo control es
consistente con lo encontrado previamente por Abdelhady y colaboradores en 2016,
en donde el efavirenz indujo un alargamiento del intervalo QT; no obstante, este
alargamiento se asocio con pacientes portadores del gen CYP2B6 (55).

En cuanto a los resultados que se observaron en el grupo en tratamiento con
Truvada® + Tivicay®, en un estudio previo que empled tres dosis de 250 mg de

dolutegravir y evalué el efecto sobre el intervalo QT, los investigadores observaron que
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los cambios en el QT eran menores a 10 milisegundos (46); dichos resultados son
similares con lo encontrado con los pacientes del presente estudio (figura 1).

En el grupo de Atripla® se analizaron los antecedentes de los pacientes para conocer
aquellos que representaban un riesgo mayor, el tabaquismo y la hipertensién fueron
los dos antecedentes que mas riesgo representaban para presentar un alargamiento
del intervalo QT en presencia de tratamiento con efavirenz (tabla 3); es importante
tomar en cuenta que la hipertension arterial puede representar un factor de riesgo por
si solo (56).

Respecto de este hallazgo, Gili y colaboradores no encontraron una diferencia en
cuanto a la hipertension para el alargamiento del intervalo QT en pacientes con VIH;
no obstante, aunque en el presente estudio tampoco se encontré6 una diferencia
significativa para ninguno de los antecedentes, los resultados arrojaron un RR
importante, sin embargo Gili y colaboradores no reportaron el riesgo de los

antecedentes de sus pacientes (57).

10. CONCLUSIONES

A lo largo de las evaluaciones efectuadas, no se evidencio la prevalencia de
prolongacion de QTc en el grupo que recibié tenofovir/emtricitabina (Truvada®) +

dolutegravir (Tivicay®),

La TARGA con tenofovir/emtricitabina/efavirenz (Atripla®) se asocio significativamente
con una mayor proporcion de pacientes con intervalo QTc prolongado en pacientes
adultos con VIH y en ausencia de cardiopatias. Asimismo, este riesgo fue

significativamente mayor en presencia de hipertension arterial sistémica y tabaquismo.

Conclusién general

Con los resultados obtenidos, se evidencia que en los pacientes con infeccién por VIH,
el tratamiento con Atripla® puede inducir un alargamiento del intervalo QTc en el corto
plazo, en especial en aquellos con individuos con hipertension arterial sistémica o
fumadores, en comparacion con aquellos en tratamiento con Truvada® + Tivicay®, en

los cuales no sé documento dicha complicacion.
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No obstante, se necesitan mas estudios para aclarar el papel de las asociaciones de

farmacos antirretrovirales en el desarrollo de la prolongacion del intervalo QTc.

LIMITACIONES

A pesar de las limitaciones del estudio, como la alta variabilidad circadiana del
intervalo QT, la aleatorizacion y cegamiento de los pacientes o la falta del andlisis de
otras potenciales variables de confusién, como la coinfeccion con el virus de la
hepatitis C y otros microorganismos, las concentraciones de los electrolitos séricos, la
duracion y el apego a la TARGA, el estado inmunitario o la carga viral del VIH, los
médicos debemos estar alertas del potencial de toxicidad proarritmica adyuvante al
prescribir asociaciones de farmacos que se sabe prolongan el intervalo QTc.

PERSPECTIVAS

Por lo anterior, se debe recomendar durante evaluacién inicial del paciente con
diagnostico reciente, la suspension de tabaquismo y adecuado control de cifras
tensionales, en caso de que se asocie hipertension arterial sistémica, como
comorbilidad. Hasta el momento no se ha documentado asociacion de uso de
antihipertensivos, con prolongacion del intervalo QTc en pacientes portadores de VIH,
sin embargo, se considera que debe de tomarse en cuenta, el ajuste de los mismos,
de acuerdo a los hallazgos asociados en la revision integral del paciente. Esta
evaluacion inicial deberia incluir, electrocardiograma basal de control, perfil metabdlico
completo, ecocardiograma con el fin de descartar patologias estructurales.

Un seguimiento con adecuado del paciente con TARGA debe incluir ECG que incluya
una evaluacién del intervalo QTc de manera semestral, de acuerdo a
recomendaciones de guias de practica clinica, en particular cuando el TARGA esta
asociado con medicamentos que tienen un potencial de prolongaciéon del QTc y existan

uno o mas factores predisponentes.
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12. ANEXOS

12.1. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO EN MATERIA DE INVESTIGACION

TITULO DE LA INVESTIGACION: “Asociacion del tipo de tratamiento antirretroviral con
sindrome de QT largo en pacientes con enfermedad por virus de inmunodeficiencia humana
en el Hospital Regional ISSSTE de Puebla”

Informacion de la Investigacion:

Se ha observado que el nimero de casos de sindrome de QT largo en pacientes con
enfermedad por virus de inmunodeficiencia humana en comparacion a la poblaciéon general.
Los factores de riesgo asociados al desarrollo de sindrome de QT largo son el tratamiento con
efavirenz, nelfinavir, metadona, cotrimoxazol y alcohol). Ademas, se ha encontrado que la
dislipidemia y disfuncion diastélica son factores independientes asociados a la prolongacion
de intervalo QTc en pacientes con VIH

Existen mdltiples reportes de sindrome de QT largo y tratamiento antirretroviral con inhibidores
de transcriptasa reversa no nucleésidos (efavirenz y nelfinavir) e inhibidores de proteasa
(atazanavir/ritonavir), sin embargo, no existen estudios aleatorizados concluyentes de que
exista una relacion causal independiente

En un ensayo clinico aleatorizado en sujetos sanos la administracion de dolutegravir a dosis
supraterapeuticas no demostrd tener efecto en la repolarizacion cardiaca, Ademas, el
tratamiento de cabotegravir tampoco produce cambios significativos en el intervalo QT de
acuerdo al reporte de un estudio en personas sanas. Esto sugiere un mejor perfil de seguridad
cardiovascular de los inhibidores de integrasa en comparacion a otros tipos de farmacos

antirretrovirales.

El objetivo del estudio es determinar la asociacién de prolongacién del intervalo QTc
identificado por electrocardiograma en pacientes bajo tratamiento antirretroviral
Se evaluardn resultados con valoracion electrocardiograma de 12 derivaciones basal,

realizado al inicio de posteriormente a los 6 meses y finalmente al afio de seguimiento.

La seleccion de pacientes serd de maneara aleatoria, de acuerdo al tratamiento inicial que

haya recibido, posteriormente se asignara al grupo correspondiente: emtricitabina/tenofovir/
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efavirenz o emtricitabina/tenofovir)/ dolutegravir por lo tanto usted, si acepta participar en el

estudio, sera evaluado cada 6 meses con toma de electrocardiograma

La participacidon en este estudio no conlleva ningln riesgo extra a los ya documentados en
evidencias previas sobre los efectos secundarios esperados en el inicio de tratamiento

antirretroviral en pacientes portadores de infeccion por virus de inmunodeficiencia humana.

El beneficio del estudio es para documentar las posibles ventajas de iniciar tratamiento
antirretroviral con inhibidores de integrasa, como primera linea en sustitucion a inhibidores de
analogos no nucledsidos de la transcriptasa reversa; con el fin de reducir cambios

electrocardiogréficos a largo plazo.

El estudio tomara lugar en esta unidad hospitalaria (Hospital Regional ISSSTE Puebla) , en el
periodo de marzo de 2019 a marzo 2020

La decision de participar 0 no en este protocolo de investigacion es completamente voluntaria,
puede rehusarse a participar o retirarse del estudio en cualquier momento, sin necesidad de
expresar las razones de su decisién y sin perder los beneficios que usted posee como
derechohabiente del ISSSTE (Instituto de Seguridad y Servicios Sociales para los

Trabajadores del Estado).

La informacién recabada en este estudio puede abarcar su nombre, edad, diagnéstico, peso y

talla, toxicomanias, tratamientos y enfermedades asociadas.

No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio, ni tampoco recibird un pago a cambio

de su participacion.

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede, si asi lo desea,

firmar la carta de consentimiento informado que forma parte de este documento.

Todos sus datos estdn plenamente resguardados y puede consultar nuestro aviso de

privacidad en el area de Investigaciéon del Hospital Regional Puebla ISSSTE.

Investigador Responsable.
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Nombre:
Tel. Cel.
e-mail:

Carta Consentimiento Informado

Yo he sido invitado a participar en una investigacion por la Dra. Itzel

Martinez Pineda cuyo objetivo es evaluar la asociacion del tipo de tratamiento antirretroviral con
sindrome de QT largo en pacientes con enfermedad por virus de inmunodeficiencia humana. Me han
informado de los efectos secundarios documentados en el inicio de tratamiento antirretroviral. También

me han informado que recibiré de forma gratuita el medicamento otorgado por parte de la institucion

Mi médico me dio una explicacion clara y lei la informacion sobre la investigacion. Tuve la oportunidad
de hacer preguntas y mis dudas han sido resueltas. Acepto voluntariamente participar en este estudio y
entiendo que tengo derecho a retirarme de la investigacion, sin perder mis derechos como paciente de

este hospital.

Nombre del participante:;

Direccion:

Teléfono:

Firma del participante:

Nombre del Testigo 1:

Direccion:

Fecha: dia/mes/afo

Parentesco:

Teléfono:

Firma del Testigo 1:

Fecha: dia/mes/afio
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Nombre del Testigo 2: Parentesco:

Direccion: Teléfono:

Firma del Testigo 2: Fecha: dia/mes/afio

En caso de ser necesaria notificacion o bien representante legal.

Nombre del representante legal, familiar o allegado:

Direccion: Teléfono:

Nombre y firma de quien solicito el consentimiento:

AVISO DE PRIVACIDAD: La informacion registrada en el protocolo de estudio permanecera

bajo resguardo de los investigadores y Unicamente sera utilizada para el andlisis estadistico.

Los participantes del estudio clinico tienen la facultad de retirarse de mismo sin que esto

repercuta en la continuidad del tratamiento como derechohabiente del hospital.

34



