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Resumen

El origen del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) ha sido polémico y de interés desde que esta
enfermedad fue identificada a principios de los anos 80. Su origen se remonta a la transmisién a humanos del
retrovirus que infecta a poblaciones de chimpancés en Africa central desde hace aproximadamente cien afos. La
intensas investigaciones realizadas nos permite disponer de un tratamiento antirretroviral que, si bien no puede
erradicar la infeccion por el VIH, mantiene suprimida la replicacién viral, incrementa el nimero de linfocitos CD4+,
disminuye la morbi-mortalidad, mejora la calidad de vida y previene la transmisién sexual del VIH. Sin embargo,
no es posible entender estos fenédmenos sin un conocimiento detallado de la biologia del VIH-1 y los mecanismos
que se han seleccionado en este asombroso agente para infectar una célula clave como el linfocito T CD4+ vy
evadir la respuesta inmune. En este estudio se realizé una revision bibliogréfica sobre las caracteristicas estructu-
rales-morfolégicas, el ciclo vital, el tratamiento antirretroviral y algunos métodos de laboratorio para la deteccién e
interpretacion de resistencias del VIH-1.

Palabras clave: Virus de la Inmunodeficiencia Humana tipo 1, tratamiento antirretroviral, mecanismos de resistencia, genotipo,
fenotipo.

Abstract

The origin of human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) has been controversial and interesting since the disease
was identified in the early 80s. It dates back to human transmission of retroviruses that infect populations of chim-
panzees in central Africa about 100 years ago. The intensive research conducted allows us to have an antiretroviral
regimen, while it cannot eradicate HIV infection, remains suppressed viral replication, increases the number of CD4
+, decrease morbidity and mortality, improve quality of life and prevent sexual transmission of HIV. However, not is
possible to understand these phenomena without detailed knowledge of the biology of HIV-1 and the mechanisms
that have been selected in this amazing agent to infect a cell key and CD4 + T lymphocyte and evade the immune
response. So in this study we reviewed the literature on structural-morphological characteristics, life cycle, antiretro-
viral treatment and some laboratory methods for the detection and interpretation of resistance of HIV-1 resistance.
Keywords: Human Immunodeficiency Virus Type 1 Antiretroviral Therapy, Mechanisms of Resistance, Genotype, Phenotype.

CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES Y FUNCIONALES DEL VIH

Structural and functional characteristics
of the Human Immunodeficiency Virus

Infroduccidén

El origen del virus de la inmunodeficiencia humana tipo
1 (VIH-1) ha sido polémico y de interés desde que esta
enfermedad fue identificada a principios de los anos 80.
Lo que se sabe es que el VIH es un virus perteneciente a
la familia Retroviridae. Este tipo de virus se caracteriza por
invadir el sistema inmune. El dano al sistema inmune se
manifiesta mediante la destrucciéon de las células CD4 o

células T y a largo plazo se manifiesta por la susceptibili-
dad a enfermedades oportunistas. Los retrovirus contienen
su informacién genética en forma de ARN, incompatible
con el ADN de la célula huésped. Para lograr dicha com-
patibilidad, se requiere de una enzima caracteristica de
los retrovirus; transcriptasa reversa. El VIH pertenece al
género /entivirus, caracterizados por producir infecciones
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con largos periodos de latencia que conduce a un desarrollo
tardio de la enfermedad. Estos virus se encuentran en diver-
so0s animales, tales como gatos, ovejas, caballos y ganado.
Sin embargo, el lentivirus més interesante en términos de
la investigacién sobre los origenes del VIH es el virus de la
inmunodeficiencia de los simios (SIV).

En la actualidad, se conocen dos variedades de VIH;
el tipo 1 (VIH-1) y el tipo 2 (VIH-2). Filogenéticamente, el
VIH-2 y el VIS (virus de inmunodeficiencia en simios) tienen
una similitud del 75% en su secuencia de sus nucledtidos,
mientras que el VIH-1y VIH-2 tienen una similitud del 60% .2
Se han encontrado tres genotipos del VIH-1: M (main, prin-
cipal), O (outlier, atipico) y N (new, nuevo). Mundialmente
predomina el grupo gendmico M, el cual se ha dividido en
once subtipos (A, B, C, D, E, F G, H, I, J y K}y en cepas
recombinantes entre ellos, denominados CRF (formas
recombinantes circulantes). Las CRF se forman por recom-
binacion de fragmentos gendmicos de distintos subtipos.
Actualmente se han descrito méas de 30 CRF y su nimero
se incrementa constantemente

Estructura y morfologia del VIH-1

El VIH es una particula esférica de 90 a 120 nm de didmetro
gue posee una bicapa lipidica que toma de la célula hués-
ped, cuya envoltura externa es una bicapa lipidica en la que
se insertan unas espiculas formadas por las glicoproteinas
virales, gp 120 y gp 41, las cuales estén asociadas no cova-
lentemente en la superficie del virion.?

El nucleoide central o nucleocépside, se refiere a la
porcidn central del virus, es una estructura tubular proteica
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que alberga en su interior la informacién genética en dos
cadenas idénticas de ARN. El material genético viral posee
tres genes estructurales (pol, gag, env) y seis genes regula-
dores (nef, tat, rev, vpr, vif y vpu). Ademas, en el estado de
provirus el genoma esta flanqueado por unas secuencias
repetidas largas (LTR, /long terminal repeatsy*® que partici-
pan en la integracién del genoma virico en el genoma de la
célula huésped y que contienen los elementos reguladores
de la transcripcion viral y de la poliadenilacion (figura 1).2

El producto de la traduccién del gen gag es la poli-
proteina precursora Gag. Durante la traduccién, el extremo
amino terminal de esta proteina es miristilado, lo que
desencadena su asociacion con la membrana de la célula
infectada. Durante la maduracion virica esta proteina es pro-
cesada por una proteasa codificada por el gen pol dando
lugar a la proteina de la matriz p17, la proteina de la cdpside
p24 vy las proteinas de la nucleocépside p6 y p7. El producto
del gen pol es la poliproteina Pol cuyo procesamiento da
lugar a las tres enzimas viricas: la proteasa (p11), la RT (p66/
pb1) y la integrasa (p32). El gen env se encuentra situado
en el extremo 3 del genoma y se expresa como una glico-
proteina precursora Gp160, que es procesada por proteasas
celulares dando lugar a las proteinas de la envuelta Gp120
(de superficie) y Gp41 (transmembrana). Los genes tat y rev
por su parte codifican las proteinas reguladoras, encargadas
de activar la transcripcion y promover el transporte al cito-
plasma de los ARN mensajeros (ARNm) respectivamente.
Por dltimo, los genes vif, vpr, vpu y nef codifican las pro-
teinas accesorias cuya funcion es participar activamente en
los procesos de localizacion nuclear del complejo de prein-
tegracién en la maduracién vy liberacién extracelular de los
viriones (cuadro 1).°

Figura 1
Genoma del Virus de la Inmunodeficiencia Humana
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Cuadro 1

CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES Y FUNCIONALES DEL VIH

Gen

Funcion

Gag

Regiéon gendmica que codifica la proteina de la cdpside. El precursor es la proteina pb5 miristilada, que
se procesa a pl17 (matriz), p24 (cépside), proteinas p7 (nucleocépside) y p6, por la proteasa viral. Gag
asociados con la membrana plasmética, donde tiene lugar el ensamblaje del virus.

P17. Proteina que favorece el anclaje en la membrana y dirige al complejo de pre-integracion hacia el
ntcleo

24. Proteina de la capside

P7. Proteina responsable del reconocimiento y la incorporacion del ARN al viridon y ademés interviene en
la transcripcion inversa facilitdndola.

P6. Proteina responsable de la incorporaciéon de la proteina accesoria Vpr (producto de la traduccion
del gen vpr) al virién en formaciéon y de la interacciéon con la membrana de la célula que hace posible la
gemacion.

Pol

Regién gendmica que codifica a las enzimas virales: proteasa, transcriptasa reversa e integrasa . Estas
enzimas se producen como una poliproteina precursora Gag-Pol, que es procesada por la proteasa viral.

P10. Proteasa, actla cortando las piezas de las proteinas Gag, Pol y de la Gag-. Esta proteina escinde al
precursor Gag.

P15. ARNasa. Presente en la subunidad p66 de la transcriptasa reversa, cuya funcién es eliminar la plan-
tilla de ARN viral del duplex ARN/ADN.

P31. Integrasa que realiza la insercion del ADN proviral en el genoma de la célula huésped. Esta realiza
tres funciones: actividad exonucleasa, endonucleasa y ligasa.

P51. Transriptasa inversa cuya funcién es la sintesis del ADN de doble cadena del provirus usando como
patrén la cadena singular del ARN viral.

Env

La proteina Env se encarga de la formacion de la bicapa lipidica y todas sus estructuras incluyendo a 72
espiculas espaciadas formando las proteinas virales.

P41: es un proteina transmembranal dentro de las espiculas de la membrana se encuentre relacionada
con la p120 para la fusién a la célula a invadir.

P120: son la cabeza externa de espiculas de membrana y se relacionan con la p41. Estas son las encar-
gadas de la fijacion a las células CD4.

Proteinas reguladoras Tat: transactivador de la expresién génica del VIH. Uno de los dos factores virales

esenciales reguladoras (Tat y Rev) para la expresion de genes del VIH.

Rev: El segundo factor regulador necesario para la expresién del VIH. Encargado de
transportar selectivamente el ARNm completo hacia el citoplasma.

Proteinas accesorias Vif (p23): promueve la maduracion y la infectividad de la particula virica.

Vpr (p15): facilita la entrada al ntcleo del complejo de pre-integracion.

Vpu (p16): aumenta la liberacion de los viriones y promueve la degradacién de CD4 en
el reticulo endoplasmaético.

Nef (p27): Proteina que se encarga de inducir la produccién de quimiocinas , facilita
la activacion de células T en reposo y desregular la expresion de la subpoblacion de
linfocitos T cooperadores (CD4) y del complejo principal de histocompatibilidad (MHC)
clase 1.
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Ciclo bioldgico del VIH-1

Dada su nula capacidad de auterreplicaciéon, debido a
que carece de ADN y otros organelos auxiliares en este
proceso, es necesario que invada una célula huésped. De
manera general, las células eucariotas que cuenten con los
receptores CD4 y correceptores CCR5 y CXCR4.7

El ciclo biolégico del VIH-1 se divide en dos etapas
bien diferenciadas: la primera etapa del ciclo comprende
desde el reconocimiento celular hasta la integracion del
ADN viral al ADN huésped. El reconocimiento celular
est4 directamente relacionado con la sensibilidad a los
receptores CD4 en un linfocito T4. La interaccién entre los
complejos proteicos que se encuentran inmersos en la
envoltura del virus, estdn compuestos por dos glucoprotei-
nas (gp120 y gp41) y cuando el gp120 se une a los recep-
tores de la célula diana, auxiliado por los correceptores, es
denominado acoplamiento. Esta unién origina un cambio
conformacional en gp120, que permite plegarse a gp41 e
insertar sus terminales no polares en la membrana celular,
y gp41 fusiona la envoltura viral con la membrana celular,
permitiendo el ingreso y fragmentacién del nucleocépside
dando paso a la liberacién de los componentes virogenéti-
cos-enzimaticos.’

Una vez liberado el ARN en el citoplasma celular,
la transcriptasa reversa comienza el proceso de retrotrans-
cripcion (transformacion de ARN viral a ADN viral). Dicho
proceso inicia en el sitio activo de la polimerasa, que trans-
forma el ARN viral en una cadena complementaria de ADN;
dando origen a una doble hélice de ARN-ADN. Posterior-
mente, el sitio de la ribonucleasa separa la doble cadena
de ARN-ADN eliminando la cadena simple de ARN. Nueva-
mente el sitio de la polimerasa sintetiza una secuencia con-
senso a la secuencia simple de nucledétidos retrotranscrita,
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formando una cadena atil de ADN viral. Seguidamente, la
integrasa crea extremos cohesivos en la cadena de ADN
viral, consecuentemente, la cadena de ADN viral es inte-
grada al genoma de la célula huésped, finalizando asi la
primera mitad de su ciclo biolégico.®

La segunda etapa del ciclo bioldgico del VIH-1 com-
prende desde la biosintesis de los componentes virales
hasta la salida de los viriones. La iniciacion de la transcrip-
cién del provirus, depende de factores celulares vy virales
que interaccionan con las secuencias reguladoras localiza-
das en la regién U3 de la LTR. Estos elementos celulares
se unen al promotor viral y aumentan la expresién genética
del VIH-1 en respuesta a la estimulacion celular por dife-
rentes mecanismos, como citoguinas exdgenas, y permi-
ten la formacién y activacién del complejo transcripcional
primario con la ARN polimerasa Il celular. El ARN generado
es procesado en el nlcleo y transportado al citoplasma
con ayuda de la proteina viral Rev, donde se traduce dando
las distintas proteinas virales, que viajan hasta los centros
de ensamblaje para formar los nuevos viriones, que son
liberados mediante un proceso de gemacion a traves de
la membrana plasmaética.® Una enzima fundamental en la
formaciéon de los viriones es la proteasa viral, enzima que
provoca la ruptura de la poliproteina Gag en proteinas de la
cépside y nucleocépside (p6, p9, p17, p24) y de la polipro-
teina Pol precursora de todas las enzimas virales del VIH-1
(proteasa, integrasa y transcriptasa reversa). La madura-
cién final de los viriones y el ensamblaje correcto de las
proteinas virales se produce al final del ciclo infectivo. Este
complejo (ahora denominado nucleocépside) abandona la
célula llevadndose consigo un fragmento membranal dando
fin al proceso de ensamble y salida del virién (figura 2).°

Figura 2
Ciclo biolégico del VIH-1
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Variabilidad genética

La acumulacién de secuencias gendmicas del VIH, tras la
primera caracterizacion molecular en 1983, puso en evi-
dencia la extraordinaria diversidad de este retrovirus. Esta
diversidad se genera, principalmente, durante el proceso
de replicacion del genoma viral, a través de los errores
gue comete la retrotranscriptasa, y convierte al VIH en
uno de los organismos descritos de mayor tasa evolutiva.
Esta tasa, entendida como la cantidad de cambios en el
genoma por unidad de tiempo, es el resultado sinérgico
de una combinacién de factores, la recombinacion y la
introduccién de mutaciones, que tienen lugar durante el
proceso de retrotranscripcion.

Recombinacion

Los retrovirus presentan un elevado potencial de recom-
binacion, debido a que este proceso constituye una parte
intrinseca de su ciclo replicativo normal. La alta frecuencia
de recombinacion homéloga observada en los retrovirus, es
consecuencia de la naturaleza diploide del genoma virico.
Para que la recombinacién homéloga ocurra, se requiere
la co-infeccién o re-infeccién de una célula por dos virus
distintos y el empaquetamiento de dos genomas viricos
distintos en una misma particula viral (heterocigoto).”® Este
mecanismo sirve para mediar la reparaciéon de genomas
virales defectivos, aumentar la diversidad viral y acelerar
la propagacién de mutaciones ventajosas entre las cuasi
especies virales. El potencial aumento de la variabilidad
mediado por la recombinaciéon confiere a los retrovirus
la capacidad para responder rdpidamente a cambios de
presién selectiva, bien sea inmunolégica o farmacoldgica,
mediante la rapida generacién de las variantes més aptas
para eludir esas presiones, al albergar el conjunto de muta-
ciones més adecuado.!

Tasa de mutacion de la RT del VIH-1

Una de las caracteristicas méas importante del VIH es su
extraordinaria variabilidad genética, debido a que tiene un
sistema de replicacion que comete un gran numero de
errores durante la polimerizacion y a que no existen meca-
nismos de correccion. La base bioguimica de la diferencia
en las tasas de error entre los genes virales y los de la
célula huésped, es la ausencia de un mecanismo eficiente
de reparacién en las polimerasas y retrotranscriptasas de
los ARN virales (actividad exonucleasa 3-5) razén por la
cual los nucledtidos incorporados por error (mutacién) no
son eliminados. Diversas evidencias experimentales han
demostrado que la transcriptasa reversa tiene una tasa de
mutacién muy alta, en promedio de 1.4 x 10° errores por
par de bases en cada ciclo de replicacion; en cada portador
del virus se producen diariamente 10 viriones nuevos, lo
cual favorece la mutacién del mismo.'? Como consecuen-
cia del proceso de mutacion, las poblaciones virales no son
idénticas, sin embargo éstas se encuentran genéticamente
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relacionadas; a esto se le denomina cuasiespecies. Las
cuasiespecies estdn sometidas continuamente a un pro-
ceso de competencia, variacién y seleccién que permite al
virus adaptarse eficazmente al huésped.’ Virus aislados de
un mismo portador, son filogenéticamente més préoximos
entre si, que con aquellas variantes de individuos no rela-
cionadas epidemiolégicamente. Cuando estos provienen
de diferentes portadores, la relacién entre los virus de una
region es directamente proporcional al tiempo que el virus
lleva presente en esa poblacién y al nUmero de cepas que
iniciaron su difusion. Si durante el proceso de retrotrans-
cripcién y antes de la integracién dos cepas diferentes del
virus infectan una misma célula y los genomas de los pro-
virus involucrados se integran en el nlicleo, se produce una
recombinacién que se expresa como una forma recombi-
nante circulante (CRF). Hoy en dia, més de la mitad de los
virus aislados son recombinantes, lo cual puede brindar
mayor resistencia que las mutaciones puntuales.™

La variabilidad genética influye directamente en la
respuesta del tratamiento antirretroviral. Se ha demostrado
que los distintos subtipos y CRF del VIH-1 presentan una
sensibilidad distinta ante los tratamientos antirretrovirales
actuales, generada a partir de la alta capacidad adaptativa
del virus al huésped por las distintas actividades farmaco-
l6gicas que alteran el ambiente ordinario de replicacion. La
presién ejercida por el farmaco en el tratamiento antirretrovi-
ral genera una sustituciéon de la poblacién sensible al farmaco
por una poblacién resistente, sin embargo las poblaciones
sensibles no se eliminan completamente y pasan a ser reser-
vorios. Consecuentemente si existe un cese de la presién del
farmaco, ya sea por falta de adherencia al tratamiento o por
cambio del mismo, volverdn a predominar las poblaciones
inicialmente sensibles.'

Distribucion geogrdfica

Se ha estimado mediante modelos mateméticos, que el
VIH-1 surgi6é aproximadamente en los afios treinta en Africa.
En este continente, coexisten todos los subtipos del grupo
gendmico M (main), con predominio del subtipo C, poste-
riormente, la infeccion por VIH- del grupo M se expandid
mundialmente.'® La infeccién del grupo O es menos comun:
supone menos del 10% en Camerdn,"” aunque se han des-
crito ya casos en Europa y Estados Unidos. La infeccién del
grupo N se localiza en Africa Central - Occidental, mas con-
cretamente en Camerdn.'®

En América y Europa predomina el subtipo B, en la
ex Unién Soviética el subtipo A, mientras que en el Sureste
asiatico predomina la forma recombinante AE, en tanto, al
sur de Asia hay prevalencia del subtipo C y formas recom-
binantes BC; sin embargo, a nivel mundial predomina el
subtipo C.'92° Sj bien el subtipo B predomina en América,
existen marcadas diferencias en la frecuencia de sus formas
recombinantes; por ejemplo, se observa que aproximada-
mente el 30% de los afectados de todo el continente resi-
den en Brasil, del cual méas del 10% corresponde al subtipo
C o a la forma recombinante BF, mientras que el resto de
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Centro y Sudameérica, presenta una prevalencia de infeccion
del subtipo no B que va del 2 al 10%. En Norteamérica, las
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infecciones por el subtipo no B, representan sélo el 2%
(figura 3).%

Figura 3
Distribucidn geogrdfica del VIH-1
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Tratamiento antirretroviral

El principal objetivo de la terapia antirretroviral es reducir
la carga viral (CV) a niveles indetectables en el paciente, es
decir a niveles inferiores a b0 copias por mililitro en un lapso
de 24 semanas de iniciado el tratamiento, y usar como
minimo tres diferentes farmacos en modo simultdneo con
el objetivo de atacar diferentes blancos y en consecuencia
obtener una mayor eficiencia farmacolégica. (Department
of Health and Human Services, 2012).2

Los antirretrovirales (ARV) actuales no eliminan el
virus VIH-1 del organismo huésped, sino que actlan en
diferentes estadios biolégicos limitando su replicacion y asi
mismo evitan el deterioro del sistema inmune del paciente.
Se ha observado que los sujetos infectados generan mayor
resistencia cuando son tratados con una sola clase de
fa&rmaco (monoterapia) sin embargo, la resistencia a dos
o méas farmacos de distinta clase es menos probable.® La
terapia antirretroviral combinada es eficaz en el tratamiento
del VIH sin importar el subtipo del cual se trate, sin embargo
la resistencia ante los farmacos difiere segun la variante del
virus. Una terapia antirretroviral de gran actividad (TARGA)
combina tres o mds clases de fa&rmacos que actuaran en
distintos estadios biologicos del virus en el huésped, y por
lo tanto posee una mayor eficiencia terapéutica.

Inhibidores de la fusién y de la entrada

La inhibicién de los mecanismos de entrada y fusion del VIH-1
a los linfocitos CD4 constituye una nueva estrategia en el tra-
tamiento antirretroviral; los inhibidores de la entrada actlan
blogueando el correceptor CCR5 impidiendo la entrada del
virus a la célula, los virus con tropismo dual (CXCR4-CCRDb) y
los CXCR4 son resistentes a este tipo de f&rmaco, en cambio
los inhibidores de la fusién se unen al dominio HR1 del gp41
inhibiendo el cambio conformacional de esta glucoproteina,
evitando asfi la fusién entre la envoltura del virus y la mem-
brana de las células CD4.%Este Ultimo ha demostrado eficien-
cia en el tratamiento de pacientes altamente pre-tratados con
fracaso viroldgico y multi-resistentes. Sin embargo, la gran
diversidad (20-40%) en la regién env, pronostica que este
grupo de farmacos tendrén una probabilidad de desarrollar
resistencia natural y emergente.

Inhibidores de la transcriptasa reversa

La transcriptasa reversa estd compuesta por dos subuni-
dades denominadas p66 y pb1. El sitio activo de la enzima
se encuentra en la subunidad p66 formada por el dominio
polimerasa unido al dominio ARNasa. Esta clase de formacos
se clasifican en dos grupos con base en sus caracteristicas
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moleculares que determinan su mecanismo de accion: los
inhibidores de la transcriptasa inversa anélogos de nucleé-
sidos o nucledtidos (ITIAN) vy los inhibidores de la transcrip-
tasa inversa no andlogos a nucledsidos (ITINAN). Los ITIAN
poseen una estructura similar a los nucledsidos naturales
y como éstos, necesitan estar trifosforilados por una fos-
foquinasa para ser bioldgicamente activos. Una vez fosfo-
rilados compiten con los dNTP para ser incorporados a la
cadena de ADN sintetizada por la transcriptasa reversa; al
carecer de un grupo hidroxilo en la posicién 3" del azUcar
interrumpe el proceso de sintesis y los nuevos nucledtidos
no se unen a la cadena de ADN sintetizada.?® En cambio
los ITINAN no requieren activacién metabdlica; no se incor-
poran a la cadena de ADN en formacién, en su lugar se
unen de forma no competitiva a un sitio cercano al centro
catalitico de la enzima, una regién hidrofébica de la subu-
nidad p66. La unién produce un cambio conformacional en
la enzima imposibilitando la polimerizacién del ADN. Estos
fa&rmacos son inUtiles en el tratamiento de la infeccién por
VIH-1 subtipo O y contra infecciones del VIH-2. Algunas
cepas del subtipo F muestran una menor sensibilidad a
estos farmacos.”®

Inhibidores de la integrasa

La integracion cromosdmica del ADN viral en el genoma
del huésped es una etapa crucial en la replicacién del
VIH-1. Esta clase de farmacos evita la integracion del ADN
viral en el genoma de la célula huésped y no tiene ninguna
accién sobre la enzima que lleva a cabo este proceso. Sin
embargo, la gama de farmacos utilizados para este propo-
sito es muy limitada.

Inhibidores de la proteasa

Estos f&rmacos se unen selectivamente al sitio activo de
la proteasa, compitiendo con sus sustratos naturales gag
y gag-pol/ dando como resultado la formacién de particulas
virales inmaduras, y por consiguiente no infecciosas, parti-
cularmente se habla de la inhibicién de la aspartilproteasa
del virus que es esencial para la catélisis proteica.?’

Fracaso terapéutico

El fracaso de un régimen antirretroviral se define como
el incremento de las concentraciones de ARN viral en un
paciente en guien no se detectaba previamente el virus, a
pesar de un tratamiento ininterrumpido por ese régimen.
(Department of Health and Human Services, 2012).7

El fracaso clinico ocurre cuando el paciente sufre
alguna enfermedad oportunista exceptuando cuando ésta
se desarrolla entre los primeros 3-6 meses de tratamiento
en pacientes con inmunosupresién avanzada. Un fracaso
inmunolégico refiere que en un periodo de entre 4 y 7 anos
no se logra mantener un recuento de células CD4 superior a
350-500 x ml, o cuando no se incrementa el recuento de las
mismas a niveles que van de 50-100 sobre el recuento basal
al lograr la supresién viroldgica. En cambio, un fracaso viro-
l6gico ocurre cuando la carga viral es detectable después
de 24 semanas de tratamiento, o bien después de haber
logrado niveles indetectables (<50 copias por mililitro)
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estos son nuevamente detectados en dos determinaciones
consecutivas; sin embargo, pueden ser detectadas cargas
virales inferiores a 1000 copias por mililitro, y esto no siem-
pre es o seré sinbnimo de un fracaso virolégico; cuando esto
sucede no es recomendable alterar el tratamiento en curso,
pero debe aumentarse la vigilancia sobre el paciente.?®

Implicaciones clinicas

El subtipo B del VIH-1 tiene una mayor incidencia en paises
desarrollados, motivo por el cual, en general, los métodos
de diagnéstico, desarrollo de terapia ARV e investigacion
estdn encaminados a este subtipo. La alta tasa de muta-
cion del VIH puede generar diferente sensibilidad a distin-
tos farmacos, y por consiguiente distintos tratamientos
para cada variable del VIH. Los métodos de diagnéstico
se ven afectados por estas variantes del virus, pues segln
estudios realizados, un método de diagnéstico para el
subtipo B puede resultar en un falso negativo para un sub-
tipo no-B, por lo cual es importante incorporar técnicas de
diagnéstico especificas para subtipos no-B. Algunas téc-
nicas moleculares de cuantificaciéon de carga viral utilizan
primers (secuencias especificas complementarias al ADN
viral de entre 18 y 25 bases), que estdn disenados espe-
cificamente para secuencias del subtipo-B, y al aplicarlas
a un subtipo no-B, existe la posibilidad de no hibridar en el
genoma del virus y por consecuencia, errar en el diagnds-
tico y futuro tratamiento. La respuesta ante el tratamiento
ARV es distinta entre diferentes subtipos del VIH-1, debido
a que cada variante presenta distinta sensibilidad a la pre-
sion del fArmaco, por ejemplo, los ARV ITINAN ofrecen una
baja actividad frente al grupo VIH-2, o una total ineficiencia
en el grupo O del VIH-1.%

Métodos de laboratorio para
la deteccidn de resistencias e
interpretacion de resistencias

Debido a la resistencia farmacoldgica presentada en algu-
nos individuos bajo tratamiento ARV se tuvo la necesidad
de disenar métodos o técnicas que ayudaran a detectar las
mutaciones, esto para modificar el tratamiento en curso.
Existen dos métodos bésicos utilizados para determinar la
resistencia de cepas de virus frente a los farmacos ARV'S;
genotipificacion y fenotipificacion.®

La genotipificacién es el método que se basa en el
andlisis del genoma del virus para identificar mutaciones
presentes asociadas con la ineficiencia terapéutica a los
ARV. Es un marcador indirecto de la resistencia e identifica
mutaciones antes de ser expresadas, es un proceso simple
y répido, menos complejo técnicamente, y mas econémico
comparado con la fenotipificacién.®' Este Ultimo es un
método directo y cuantitativo de sensibilidad a uno o més
farmacos, a partir de la concentracién de fa&rmaco nece-
saria para reducir la replicacién del agente patdégeno. La
resistencia fenotipica se expresa comparando el aumento
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de la concentracion de fA&rmaco para inhibir el agente pato-
geno, comparado con el virus de referencia (wild type);
por el aumento del IC50 o de IC90. Las veces que se haya
incrementado la dosis durante el proceso, define la resis-
tencia fenotipica. El proceso es lento (minimo dos sema-
nas para obtener resultados), técnicamente complejo, de
facil interpretacion y permite identificar resistencia a uno
0 més farmacos que actlan en la misma diana terapéutica
(resistencia cruzada).?

Genotipificaciéon (interpretacion)

La interpretacion de un genotipo requiere de un cono-
cimiento profundo de cémo y a qué nivel afecta cada
mutacién en el tratamiento ARV en curso o proximo a
administrar. Existen tres métodos de interpretacion del
genotipo: fenotipo virtual, algoritmos informaticos y con-
sulta de un experto o especialista en el area.

El fenotipo virtual se basa en el anélisis compara-
tivo de la secuencia de interés con una base de datos que
contiene codones de resistencia identificados y su impacto
en el tratamiento. Estas bases de datos se actualizan peri6-
dicamente debido a la alta tasa de mutacion del virus. Los
algoritmos informéaticos son estrategias de interpretacion de
resistencia cualitativa, basdndose en la presencia de patro-
nes de mutacién en el genotipo e indican si la resistencia es
posible, presente o ausente. En ocasiones estas herramien-
tas no son suficientes para una adecuada interpretacion
de las mutaciones que presenta, por ello es necesaria la
intervencion de un especialista en el area para que el diag-
noéstico sea preciso y por ende se esclarezcan las dudas que
dificultan el diagndstico.

Cuando se efectlan ambos métodos en una misma
muestra, se obtienen resultados discordantes en la mayoria
de las ocasiones; esto debido a diversos factores que inter-
vienen en ello. Entre dichos factores sobresalen los errores
técnicos en la fenotipificacién que no permiten identificar la
existencia de mezclas genotipicas. La presencia de mutacio-
nes transicionales que no son identificadas por el fenotipo,
mas si por el genotipo. Mutaciones antagonistas, que aun-
gue se genera resistencia a un farmaco, causa hipersensibi-
lidad a un segundo, pero existe la posibilidad de que en éste
se presenten mutaciones de resistencia indetectables por el
fenotipo. Existen mutaciones que no pueden ser detectadas
en la genotipificacion; esto debido a algunos algoritmos de
interpretacién que no consideran ciertas mutaciones relacio-
nadas con la resistencia, pero que su efecto si puede ser
detectable con un método fenotipico. Los patrones comple-
jos de un genotipado dificultan su interpretacion a causa de
informacién incompleta sobre mutaciones secundarias.®

Ambos métodos, aunque Utiles para la deteccién
de la resistencia, comparten algunas limitaciones como
la dificultad de deteccion cuando la poblacion mutada es
inferior al 20% de la poblacion viral total, o la CVP < 1000
copias/ml. Gracias a los avances cientificos y a la inves-
tigacion latente en esta area, se ha logrado superar esas
limitaciones aungue estos adelantos no formen parte de la
técnica mas utilizada por las restricciones econdémicas que
representan.
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Resistencia del VIH a los fdrmacos
antirretrovirales

Una resistencia es el decremento en la actividad intrin-
seca del farmaco antirretroviral debido a una modificacién
en su diana bioldgica, a consecuencia de un mecanismo
de adaptacion virica. Una vez presentada la resistencia al
tratamiento ARV en curso, es necesario identificar ante
cudl o cudles farmacos se ha desarrollado esta condicion,
siendo clave para una modificacién en el tratamiento. La
generacién de resistencia en los farmacos ARV actuales
varia entre f&rmacos de distintas familias e incluso entre
f&rmacos de una misma. Segun la sensibilidad a la resis-
tencia a los farmacos, éstos pueden clasificarse como far-
macos de baja barrera genética y farmacos de alta barrera
genética. Los fA&rmacos que poseen baja barrera genética
pierden su actividad intrinseca con una sola variante de
mutacién, por ejemplo algunos ITIAN e ITINAN pueden
tornarse ineficientes con sélo un cambio de nucleétido en
el blanco bioldgico, en cambio aguellos que presentan alta
barrera genética, requieren de multiples modificaciones
gendmicas en el sitio de accién, tal es el caso de los IP que
presentan una buena barrera genética, pues requieren dos
mutaciones primarias y dos a tres mutaciones secundarias
para perder su efecto debido a que la proteasa viral puede
mutar en diversas posiciones sin perder su actividad enzi-
mética.®** Asi mismo, la generacién de resistencia se ve
propiciada por problemas en la adherencia, potencia y en
la farmacocinética del ARV.

Mecanismos de resistencia

Los codones que conforman el genoma estdn compuestos
por tripletes de nucleétidos que codifican para un ami-
no4cido especifico, cuando uno de estos codones sufre
una mutacién, es decir, cuando un nucleétido especifico
es sustituido por otro, posiblemente se codificard para un
aminoécido distinto al determinado. Al codén resultante o
causante de dicha permutacién se le conoce como coddn
de resistencia. De acuerdo con el amino4cido reempla-
zado, serd la nomenclatura de la mutacién iniciando con la
letra especifica que identifica al aminoacido de secuencia
wild type, posteriormente se coloca el nimero que indica
la posicién del coddén en el genoma para concluir con la
letra correspondiente al aminoacido reemplazante.®®

Resistencia a inhibidores de entrada
La resistencia a este tipo de farmacos es causada por
inhibicién, ya sea de la unién virus-célula, de la interaccién
con el co-receptor, asi como de la fusién celular, donde la
participacion de las glucoproteinas gp 120y gp 41 es indis-
pensable. La gran plasticidad caracteristica de la gp 120
se ve reflejada en el limitado nimero de mutaciones que
afectan a la unién del virus al linfocito CD4.%¢

La resistencia a este tipo de fa&rmacos es conse-
cuencia de la modificacién en la glucoproteina gp 41. Se
han detectado mutaciones de resistencia presentes en los
codones con posicion 36-40, y 42-45 de la porcidon HR1 de
esta misma glucoproteina, en especial las mutaciones G36
D/S, 137V, V38A/M/E, Q39R, Q40H,N42T Y N43D generan
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resistencia a enfuvirtida.?**” Existe evidencia de que las
mutaciones en la region del asa V3 y en las regiones V2,
C3Y V4 delagp 120, asi como de la gp 41, también gene-
ran resistencia, pero en este caso se refieren a un fracaso
terapéutico a maraviroc, f&rmaco considerado antagonista
del co-receptor CCRb. La presencia de mutaciones permite
qgue el virus pueda unirse a CCRb, aun con maraviroc pre-
sente, dando lugar a un antagonismo no competitivo, y de
esta manera disminuyendo la sensibilidad del organismo al
antirretroviral %

Resistencia a inhibidores de la transcriptasa
inversa, anadlogos a nucledsidos/ nucleétidos
Los ITIAN necesitan ser fosforilados para ser incorporados
en la cadena de ADN en formacién. Uno de los mecanis-
mos de resistencia ante esta familia de farmacos es la
pirofosforolisis, que consiste en la remociéon de los ITIAN
incorporados mediante hidrolisis; la transcriptasa reversa
mutada permite el acercamiento al anélogo incorporado de
ATP que ataca el enlace fosfodiéster que une al ITIAN a la
cadena de ADN. Este tipo de resistencia se da por muta-
ciones asociadas a timidina (TAM). Otro mecanismo de
resistencia es dado por impedimentos estéricos causados
por cambios estructurales adyacentes al sitio catalitico de
la transcriptasa reversa, permitiendo a la enzima discrimi-
nar a los ITIAN e incluir a los sustratos necesarios para el
ensamble de la cadena de ADN viral. Ejemplo de este tipo
de mutaciones es el complejo Q151TM, un conjunto de
mutaciones gue brindan una resistencia contra la mayoria
de los ITIAN; la primera de estas mutaciones ocurre cerca
del sitio de unién del ITIAN y lentamente se van generando
mas mutaciones que incrementan la resistencia viral, este
complejo es raro en el VIH-1.3940

Resistencia a inhibidores de la transcriptasa
inversa no analogos a nucledsidos

Los fa&rmacos de este tipo se unen a un sitio hidrofébico
cercano al centro catalitico de la enzima, donde mediante
una unién alostérica efectla la inhibicién. Cabe destacar
que a diferencia de los ITIAN, este tipo de f&rmacos no
requieren de activacion celular, ademés de que actlan inhi-
biendo la actividad de la enzima directamente. La mayoria
de las mutaciones de resistencia a estos ARVS se encuen-
tran en el sitio hidrofébico donde afectan la union del far-
maco y su respectiva diana; una sola mutacién en este sitio
puede generar alto nivel de resistencia a los ARVS de este
tipo, dependiendo de la modalidad de la terapia en que se
administra este farmaco.*!

Los ITINAN de primera generacion presentaban
una baja barrera genética ademés de resistencia cruzada,
siendo las principales mutaciones L100l, K103N, V106A/M,
V108, Y181C/, Y188L y G190A/S que generan MDR (multi-
drogoresistencia) a NVP y EFV.

Debido a este fracaso terapéutico surgieron los
ITINAN de segunda generacién, que presentaban ahora
una mayor barrera genética debido a las modificaciones
en su flexibilidad molecular que facilita su adaptacion a
este medio aun en presencia de mutaciones. Para generar
resistencia en esta nueva generaciéon se requiere de tres
o mas mutaciones de las hasta ahora 17 identificadas:
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VO0I, A98G, L1001, K101E/H/F, V106!, E1385A, V179D/FT,
Y181C/I/N, G190S/A y M230L, mismas que son identifica-
das mediante métodos genotipicos auxiliados de algorit-
mos para la deteccion de resistencias.®

Resistencia a inhibidores de la integrasa

La enzima encargada de incorporar el ADN viral al del hués-
ped estad conformada por 288 aminoécidos, codificada por
el gen pol. Hoy en dia se dispone de dos farmacos capaces
de inhibir la funcién de esta enzima (raltegravir y elvitegra-
vir). Diversos estudios demuestran la resistencia cruzada
entre raltegravir y elvitegravir y la baja barrera genética que
los caracteriza.

Existen dos estandares principales de resistencia a
inhibidores de la proteasa, en los codones de la posicién
148 y 155, distinguidos como la ruta de Q148H/K/R vy la de
N155H. Ambos patrones incluyen mutaciones secundarias
L74M+E138A v E138K o G140S para Q148H/K/R; siendo
la combinacién més frecuente Q148H-G140S que produce
una disminucién (hasta diez veces) en la sensibilidad al
farmaco.*

La ruta o mutacion primaria N155H incluye a L74M,
E92Q, T97A, E92Q+T97A, Y143H, G163K/R, V1511 0 D232N
aunque en los estudios realizados se encontré evidencia
para la determinacién de un tercer patron conformado por
Y143R/C+L74A/1, TS7A, 1203M, S230R.*

Resistencia a inhibidores de |la proteasa

Estos ARVS poseen una amplia barrera genética por lo que
para que presenten resistencia se requiere de tres a més
mutaciones. Dicha resistencia se va generando de manera
lenta y secuencial segun van apareciendo los cambios. Exis-
ten mutaciones primarias que afectan los codones 30, 32,
46, 47, 48, 50, 54, 76, 82, 84, 88y 90, y mutaciones secunda-
rias en los codones 10, 20, 24, 36, 63, 64, 71, 77 y 93.

Las mutaciones primarias son especificas de cada
farmaco y aparecen de manera rapida tras la presién que
éste ejerce de manera selectiva. Requieren de un aumento
del farmaco para poder surtir efecto, debido a que dichas
mutaciones causan una disminuciéon en la afinidad del
mismo por su diana biol6gica. En presencia de la terapia
con IF las cepas resistentes suelen aumentarse en relaciéon
a las variantes salvajes; mientras que en ausencia de la
presion del farmaco suelen encontrarse en minoria, siendo
las variantes wild type las cepas dominantes. Cabe desta-
car gue las mutaciones primarias no generan resistencias
cruzadas entre los diversos IP*

Las mutaciones secundarias son consecuencia de
la existencia de una o varias mutaciones primarias. Que
aungue se presenten lejos del sitio activo de la proteasa,
al sumarse estos errores replicativos, se eleva el grado de
resistencia y la capacidad de reproduccién del virus, por lo
que podemos destacar una importante resistencia cruzada.
Debido a esto, la mas alta resistencia del virus hacia los
ARV se asocia con el fracaso terapéutico de los farmacos
més utilizados en la terapia antirretroviral, los inhibidores
de la proteasa.”

Las mutaciones en los codones 33, 82, 84 y 90 son
denominadas errbneamente mutaciones universales de
multirresistencia a inhibidores de la proteasa, puesto que
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existe evidencia de que algunas de las mutaciones no apli-
can de manera general como posible resistencia a los IP;
en el caso de la mutacién 33F, no tiene relevancia al menos
para 3IP, y sélo genera un bajo grado de resistencia.*®

Mecanismos de resistencia a nivel celular

La resistencia ante ARV no solamente es producto de
mutaciones genéticas del virus, algunos cambios fisiolo-
gicos de las células infectadas dificultan o impiden que
el fa&rmaco llegue a su sitio de accioén. Si se altera la fun-
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