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Introduccién

El tratamiento antirretroviral (TARV) ha
cambiado la historia natural de la infeccién
VIH, al impedir la evolucién natural de la
enfermedad a través de la recuperacién
inmune y prolongado la expectativa de
vida de los individuos infectados que
puede alcanzar edades similares a los no
infectados. !-2

También se ha reportado el efecto protector
del TARV sobre la transmisién sexual y
desde el afio 1996 se conoce su efecto en
la prevencién de la transmisién perinatal.
Por estas razones las indicaciones para
el inicio del TARV son cada vez mds
extensas y actualmente el TARV se indica
a todas las personas diagnosticadas,
independientemente de su estadio clinico
y/o inmunolégico.® 4

Una de las principales consecuencias
negativas del TARV es el surgimiento de
resistencia a fdrmacos antirretrovirales
(ARVs) que hace perder eficacia al régimen
utilizado y obliga al cambio de esquema
de TARV a un nuevo esquema que incluya
fdrmacos activos. > ¢

Es asi que tanto el surgimiento como la
transmisién de cepas virales resistentes
impacta desfavorablemente en la eficacia
del TARV y condicionan el uso de ARVs. El
test genotipico de resistencia de VIH-1, que
detecta estas mutaciones, es una valiosa
herramienta que contribuye a la seleccién
de un TARV efectiva. 7 8

ESTRUCTURA VIRAL Y )
CLASIFICACION FILOGENETICA

El virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) agente etioldgico del Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) es

un retrovirus que pertenece a la familia

Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae
del género Lentivirus, encontrdndose dos
tipos 1y 2 (VIH-1 y VIH-2). Siendo el VIH-
1 el causante de la pandemia mundial y el
VIH-2 con distribucién mayoritaria en Africa
subsahariana.’

ElVIH es un virus envuelto con una morfologia
esférica, en cuya envoltura lipidica (de
origen citoplasmdtico del hospedero) se
encuentran alrededor de 75 espiculas
formadas por glicoproteinas de superficie
y transmembrana que se proyectan desde
la superficie del virus maduro. Presentan
cépside centrada y una matriz proteica.
En el interior de las proteinas del core se
encuentra el material genético viral en
dos monohebras casi idénticas de ARN
de polaridad positiva con un extremo 5’
cap y en extremo 3’ poliadenilado, un
ARN de transferencia y tres enzimas para
la replicacién viral:  refrotranscriptasa,
proteasa e infegrasa.

El genoma viral estd constituido por los
genes: gag, pol y env que codifican
proteinas precursoras que luego serdn
clivadas por proteasas en proteinas
maduras. El precursor gag es clivado en
cuatro proteinas, entre ellas p24 (proteina
de la cépside marcador de presencia de
antigeno en pruebas de Western Blot).
El gen pol codifica para la proteasa (PR),
la retrotranscriptasa (RT) e integrasa. Por
dltimo env codifica las glicoproteinas de
envoltura, que se sintetizan como un gran
precursor polipeptidico que es clivado
por una proteasa celular forméndose la
glicoproteina  exterior gp120 (contiene
dominios responsables de la unién del virus
al receptor CD4 de la superficie celular) y la
proteina transmembrana gp41.

En el genoma viral ademds se encuentran
los genes: tat, rev, vif, nef, vpr, vpu, que
participan en la sintesis y organizacién
de las particulas virales infecciosas. Los
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productos de estos genes son fundamentales
para la patogenicidad del virus.

Estos virus se caracterizan por una alta
tasa de replicacién (con gran nimero de
errores debido a la RT) y a un alto grado
de recombinacién génica, factores que
le otorgan al grupo gran variabilidad y
diversidad. Es asi que se han descripto cuatro
grupos para el VIH-1: M, grupo prevalente
con 11 subtipos (A1, A2, B, C, D, F1, F2,
H, I, J, K), O, Ny P. Ademés gracias a las
técnicas de secuenciacién molecular de
genoma completo se han podido identificar
formas recombinantes de VIH-1 como
Formas Recombinantes Circulantes (CRFs) y
Formas Recombinantes Unicas (URFs).

En nuestro pais se ha identificado
cocirculacién de subtipos B y C asi como
un grupo importante de virus recombinantes
BF, similares a CRF12_BF (proveniente
de Argentina) y se identificé una forma
recombinante nueva (CRF38_BF1) confinada
a Uruguay .10 11

los  estudios  filogenéticos  también
permitieron identificar ocho subtipos de VIH-
2, designados de la A a la H, siendo los
subtipos Ay B los predominantes.

TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL

El alto grado de replicacién viral, la baja
fidelidad de la RT y la capacidad de
recombinacién del VIH-1 (cuasi especies)
le otorgan una alta tasa de variabilidad
genética. Es esta Oltima la que justifica el
tratamiento antirretroviral de gran actividad
(TARV, del inglés highly active antiretroviral
therapy - HAART). 213

Existen 5 tipos principales de drogas:

eInhibidores nucleosidicos/ nucleotidicos
de la Retrotranscriptasa (INRT): zidovudi-

na (AZT), lamivudina (3TC), emfricitabina
(FTC) abacavir (ABC), tenofovir (TDF), te-
nofovir alafenamida (TAF): este grupo de
ARVs actdan interrumpiendo la sintesis del
ADN proviral mediada por la RT. Luego
de la fosforilacién por quinasas celulares,
los nucledtidos son incorporados por la RT
dentro de la cadena de ADN viral nacien-
te. Dado la ausencia del grupo terminal
3’hidroxilo en estas drogas, se interrum-
pe la incorporacién de nuevos nucledti-
dos interrumpiendo la sintesis del ADNc
impiden que el virus realice copias de sus
propios genes.

Actualmente en desuso: didanosina (ddl),
estavudina (D4T), zalcitabina (ddC). No se
cuenta adn en nuestro pais con TAF.

eInhibidores no nucleosidicos de la Retro-

transcriptasa  (INNRT): efavirenz (EFV),
nevirapina (NVP), etravirina (ETR) vy rilpi-
virina (RPV): Estas drogas son pequefias
moléculas con fuerte afinidad por un bol-
sillo hidrofébico localizado cercano al do-
minio catalitico de la RT, actuando direc-
tamente sobre la enzima y afectando el
proceso de replicacién.

eInhibidores de proteasas (IP): atazanao-
vir (ATV), lopinavir (LPV), fosamprenavir
(FPV), saquinavir (SQV), ritonavir (R), da-
runavir (DRV), tipranavir (TPV). Los inhibi-
dores especificos de la proteasa tienen
una estructura quimica que imita la de los
péptidos virales que son naturalmente re-
conocidos y clivados por ella. Estos farma-
cos tienen una fuerte afinidad por el sitio
activo enzimdtico e inhiben su actividad
catalitica de manera altamente selectiva.

*Actualmente en desuso: indinavir (IDV),
nelfinavir (NFV), amprenavir (APV). No se
cuenta en nuestro pais con TPV. El ritona-
vir se utiliza en dosis baja como potencia-
dor del resto de los IP.

eInhibidores de la integrasa: raltegravir
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(RAL), dolutegravir (DTG), elvitegravir
(ETG), bictegravir (BIC). Evitan que el
DNA proviral se inserte en el genoma de
las células huésped.

eInhibidores de entrada o de fusién: ma-

raviroc (MVC) y enfuvirtide (T20) estos se
adhieren a la glicoproteina de superficie
bloqueando la unién de ésta con los re-
ceptores CD4. Se evita la fase de adsor-
cién viral sin afectar el funcionamiento
normal de la célula.

RESISTENCIA A ANTIRRETROVIRALES

La resistencia a los ARV puede ser de tipo
celular o viral. En la de tipo celular se
encuentran alteraciones en la penetracién o
en la activacién del fdrmaco. En tal sentido se
han postulado diferentes mecanismos como
extrusiéon o cambios a nivel del proceso de
activacién de farmacos.

En el caso de los inhibidores de proteasa
(IPs) una vez absorbidos en el tracto
gastrointestinal o en los  linfocitos se plantea
un mecanismo de extrusion del férmaco
mediada por la accién de la glicoproteina
p expresada en la superficie celular.
Teéricamente podria haber un aumento de
la expresién de la glicoproteina p en la
superficie celular proporcional al tiempo de
exposicién a IPs y en algunos casos, ser la
causa de la disminucién de la concentracién
intracelular de estos farmacos. Es sobre esta
base tedrica que se utilizan estrategias que
inhiben la expresién de la glicoproteina p,
como por ejemplo: uso de otro IP de manera
concomitante (ritonavir como potenciodor).

Con respecto a los INRT, la resistencia
celular estaria relacionada con la alteracién
de la activacién, mediante fosforilacién del
farmaco. La forma trifosfato de los INRT es
la que realmente bloquea la transcripcién
reversa, por lo que algunos mecanismos

enzimdticos podrian ser modulados para
reducir en forma progresiva la fosforilacién
de los nucledsidos.

Lla resistencia celular se debe sospechar
cuando se presenta falla virolégica sin
presencia de resistencia genotipica en un
paciente con buena adherencia al TARV. 14

La resistencia viral, en sentido amplio se
define como cualquier cambio que mejore
la replicacién de un virus en presencia de
un inhibidor.

la generacién de resistencia es un
mecanismo  evolutivo de  adaptacién,
caracterizado por: una alta tasa de error
de las enzimas implicadas en la replicacién
viral; plasticidad de las proteinas virales y
elevada cinética de replicacién viral en el
organismo infectado.

La dindmica viral del VIH es la clave principal
para comprender la resistencia de este virus
a los fdrmacos. La poblacién de virus de VIH
que constituye el inéculo inicial en la persona
infectada es inhomogénea, con respecto
a su composicién genética, es decir que
cada individuo es infectado con diferentes
cuasiespecies virales. Estas variantes o
cuasiespecies se generan porque los virus
ARN carecen de actividad correctora frente
a errores de la transcriptasa reversa y es asi
que cada copia difiere de la original en, al
menos, una base nucleotidica.!? 15

En el caso del VIH se estima que al dia se
generan unas 3300 particulas virales con
una mutacién en particular. Esta estimacion
estd dada por la asociacién de un genoma
de unos 9200 nucleétidos, caracterizado
por presentar altos niveles de replicacién
(10710 particulas virales producidas por
dia), una elevada frecuencia de aparicién
de mutaciones (3x10° pares de bases por
ciclo de replicacién) y una alta produccién
de particulas virales (10°) . Cuando esta
situacién se mantiene a lo largo del tiempo
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aumenta la probabilidad de mdltiples
mutaciones y es en definitiva la causa de la
gran diversidad genética del virus."®

Cuando un virus se mantiene en replicacién
activa bajo la presién de seleccién de
una droga las pocas cepas resistentes
preexistentes se convierten en la forma
predominante, generdndose lo que se
conoce como resistencia adquirida. El
surgimiento  de  resistencia  adquirida
produce una replicacién viral no controlada
y, en caso de producirse transmisién, las
nuevas infecciones se producirdn por estas
variantes resistentes (resistencia transmitida
o resistencia primaria).'’- 18

El tiempo en que se seleccionan cepas
resistentes varia segun las diferentes drogas,
lo cual estd relacionado a la barrera genética
de los diferentes farmacos.™ 7 Los fdrmacos
con baja barrera genética son aquellos
en los que una UOnica mutacién puede
seleccionar mutantes resistentes, ejemplos
de éstos son lamivudina o los INNRT. Sin
embargo, drogas como los IPs requieren la
acumulacién de varias mutaciones para que
el virus se torne resistente.'? 20

Ademds, la velocidad con que aparecen
las cepas resistentes se relaciona con: 1)
la proporcién de cepas resistentes en la
poblacién global al inicio del TARV; 2) la
ventaja replicativa que una mutacién otorga
en presencia de drogas; 3) la extensién de
la replicacién viral residual.”

La resistencia a ARVs continda siendo uno
de los factores de fracaso terapéutico de
importancia fundamental en el manejo
clinico del paciente infectado por VIH.

las mutaciones asociadas a resistencia
pueden ser de dos tipos: primarias y
secundarias. Las primarias son las que
generan cambios en el genoma que
producen variaciones en el sitio activo de la
enzimay afectan su afinidad por el sustrato,

3 Cabrera. Revision Febrero 2

surgen como mecanismo de evasién frente
a la actividad inhibitoria del férmaco. Las
secundarias, sin embargo, surgen mds
tardiamente para restaurar la alteracién
de lao actividad cinética producida por
la resistencia primaria. Por lo tanto las
mutaciones secundarias pueden incrementar
la replicacién viral y la adaptacién (fitness
viral). 2122

Ademds por reaccién cruzada entre
drogas de una misma clase, una mutacién
determinada puede asociarse a resistencia
a uno o mds fdrmacos pertenecientes a un
mismo grupo.

Se han asociado mds de 220 mutaciones
a la resistencia del VIH-1 a los ARVs.
la  nomenclatura de las  mutaciones
por convencién segin la Sociedad de
Variaciones del Genoma Humano (HGVS,
por sus siglas en inglés) se expresa de la
manera siguiente: la letra mayuscula (ya que
es una mutacién de ADN) correspondiente
al aminodcido natural (cepa salvaje
por consenso), seguida del nimero que
identifica la posicién del codén dentro del
gen estudiado y luego, la letra maydscula
correspondiente al aminodcido encontrado
en la muestra. Por ej.: el uso de lamivudina
o emtricitabina selecciona cepas con una
mutacién en el codén 184 de la RT, por lo
que en este codén que en el virus salvaje
codifica para Metionina (afg) se encuentra
en el virus mutado una Valina (gta); lo cual
se expresa como M184V.%3

Las mutaciones de resistencia asociadas
a INRT pueden ser de dos mecanismos

diferentes:  mutaciones  discriminatorias
(permiten o la RT distinguir entre
dideoxiterminadores del INRT 'y los

deoxinucledtidos (dNTP) propios de la
célula excluyendo al férmaco y mutaciones
de desbloqueo de cebadores (facilitan la
escisién fosforolitica de un INRT trifosfato
del ADN viral). Estas dltimas mutaciones
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también se conocen como mutaciones de
andlogos de timidina (TAM) porque son
seleccionadas por AZT y d4T.2

Los INNRT se caracterizan por poseer
una barrera genética a la resistencia
relativamente baja. En el caso de NVPy EFV
una Onica mutacién de resistencia bastaré
para desarrollar resistencia de alto nivel al
farmaco y determina resistencia cruzada
al otro. RPV también tiene bajo nivel de
resistencia. Para ETR cada mutacién se le
ha asignado un peso especifico de acuerdo
al impacto que genera en la susceptibilidad,
en general se requieren dos mutaciones
para generar resistencia de alto nivel.

En los INNRT se observa un alto nivel de
resistencia cruzada dentro de la familia,
debido a que una misma mutacién puede
reducir la susceptibilidad a més de un
INNRT y a que la baja barrera genética
permite la aparicién de miltiples linajes

independientes con resistencia a INNRT
que incluso pueden estar presentes en forma
minoritaria y no ser detectadas por los test
de resistencia genotipicos estdndar.?4 2°

Los IP potenciados (boosteados) con ritonavir
(IP/r) tienen altas barreras genéticas a la
resistencia por lo que se requieren multiples
mutaciones de resistencia para disminuir
la susceptibilidad viral a los fdrmacos,
especialmente LPV/r y DRV/r. Por su parte
ATV/r posee una barrera genética menor ya
que se genera resistencia in vitro con menos
cantidad de mutaciones y se presenta fallo
virolégico con cambios de susceptibilidad
in vitro leves.

Llas personas que inicial TARV con IP/r
desarrollan menos mutaciones de resistencia

que aquellas que inician con planes que
contienen INRT e INNRT. 2¢

En las tablas se especifican las mutaciones mayores y menores para INRT, INNRT e IPs.!

Tabla 1. Mutaciones mayores de resistencia para INRT

No TAMs TAMs MDR
184 65 70 74 115 41 67 70 210 | 215 | 219 69 151
Consenso M K K L Y M D K L T K T Q
3TC V/I R Ins M
FTC V/I R Ins M
ABC V/I R E V/I B L W FY Ins M
TDF R E F L R W FY Ins M
ZDV L N R W FY QE Ins M

TAMs: Mutaciones asociadas a andlogos de timidina. Seleccionadas por AZT y d4T. No TAMs: Evitan incorporacién del INRT.
MDR: Mutaciones de multidrogo resistencia. La insercion T69 ocurre con TAMs. Q151M se selecciona junfo a no TAMs vy a las
mutaciones accesorias: A62V, V751, F77Ly F116Y. M184VI: Lla mas comin de las Mutaciones de Resistencia a INRT. Causa
alfo nivel de resistencia in vitro a 3TC/FTC pero no consfituye confraindicacion para el farmaco ya que aumenta la susceptibilidad
a TDF y AZT y disminuye el finess viral. Mutaciones adicionales: K65N es similar a KO5R pero mas débil. KZOGQNT similares a
K7OE. T215SCDEIVAIN (215 revertientes) emergen desde T215YF en ausencia de presion selectiva de INRT.

1Adaptado de: Stanford University. HIV DRUG RESISTANCE DATABASE. https://hivdb.stanford.edu/, https://hivdb.stanford.
edu/s/nrtinotes. https://hivdb.stanford.edu/s/nnrtinotes. https:// hivdb.stanford.edu/s/pinotes Actualizado: dic. 2017
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Tabla 2. Mutaciones mayores de resistencia a INNRT

100 101 103 106 181 188 190 230
Consenso L K K \Y Y Y G M
NVP

Combinaciones sinérgicas: V179D+K103R reduce mas de 10 veces la susceptibilidad a NVP y EFV. Y181C+V179F causa
alio nivel de resistencia a ETR y RPV. Mutaciones de E138: E138GQKR son mutaciones no polimérficas que se asocian con
nivel intermedio/alto de resistencia a RPV. E138A es una mutacién polimérfica asociada con bajo nivel de resistencia a RPV.
Mutaciones accesorias: VQOI (ETR), A98G (NVP, EFV, ETR, RPV), V108I, V179T (ETR), V1/79L (RPV), P225H (EFV), K238T [NVP,
EFV), L318F.

Tabla 3. Mutaciones de resistencia mayores para IP.

32 46 47 48 50 54 76 82 84 88 90
Consenso \Y, M | G | | L Vv | N L
V/T/A/ A/T/
o e Y - UM ik -I
DRV/r I V/A v L/M Y, F Y,
V/T/A/ A/T/
LPV/r I I L |V . V/M v LM \Y; F/s \Y; M

Mutaciones adicionales: L1OF, V111, K20TV, 123l, L33F, K43T, F53L, Q58E, A71IL, G73STCA, T74P, N83D, y L89V son
mutaciones de resistencia no polimérficas accesorias comunes. L1OF, V1 1IL, L33F, T/74P, y 189V son mutaciones accesorias
que reducen la susceptibilidad @ DRV/r. D30ON y N88D son mutaciones de resistencia no polimérficas seleccionadas por NFV.
LTORY, VI1L, L24F, M46V, GABASTIQ, F53Y, 154S, V82CM, 184AC, N88TG son raras varianfes no polimérficas. Hiper
susceptibilidad: 150L (para todos los IPs excepto ATV); L76V (ATV).

Referencias de tablas

I Alto nivel de reduccién de susceptibilidad o de la respuesta virolégica
Reduccidn de susceptibilidad o respuesta virolégica

Reduccién de susceptibilidad en combinacién con otras mutaciones de resistencia

I Aumento de susceptibilidad
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Las mutaciones que afectan a los inhibidores
de integrasa se ubican en la regién que
codifica la regién catalitica de la enzima'y
al igual que con los otros ARV se describen
mutaciones primarias y secundarias. La
mayor informacién sobre las mutaciones de
resistencia a estos farmacos proviene de las
seleccionadas por RAL, ya que este fue el
primer fédrmaco del grupo aprobado por la
FDA. Se describen tres vias principales de
resistencia, frecuentemente superpuestas:
N155H + E92Q; Ql148H / R / K =
G140S / A; y Y143C / R. La presencia
de dos de estas mutaciones de resistencia
generalmente se asocia con una reduccién
de la susceptibilidad a RAL 150 veces
menor. EVG y RAL comparten dos vias
mutacionales, teniendo en cuenta dicha
superposicién de mecanismos genéticos en
los pacientes con fallo virolégico bajo un
tratamiento con uno de estos inhibidores
de integrasa el cambio no debe realizarse
por el otro. Incluso algunas mutaciones que
no parecen presentar resistencia cruzada
entre ambos fdrmacos al producirse de
forma aislada (por ej. Y143C / R para
RAL) pueden asociarse con niveles mds
altos de lo esperado de resistencia cruzada
si se presentan una o mds mutaciones
secundarias.

A diferencia de RAL y EVG, se requieren
miltiples  mutaciones de  resistencia
para desarrollar resistencia clinicamente
significativa a DTG. La mayor parte de
la informacién sobre los mecanismos
de resistencia a DTG se ha obtenido de
pacientes con fallo bajo planes con RAL en
los que se usa DTG como terapia de rescate.
Se ha visto que DTG, con mayor barrera
genética comparte algunas mutaciones de
resistencia con los farmacos del grupo. %

SUBTIPOS Y RESISTENCIA A
ANTIRRETROVIRALES

La mayor cantidad de evidencia sobre ARVs
y resistencia proviene de estudios realizados
a partir de virus subtipo B, sin embargo las
cepas de subtipo no-B son responsables del
90% de las infecciones por VIH-1 alrededor
del mundo.

Es claro que los fdrmacos son efectivos
tanto para subtipos B como no-B y que las
mutaciones que causan resistencia en uno
también las ocasionan en los otros subtipos.

Sinembargo, varias mutacionesrelacionadas
a resistencia ocurren preferentemente en
ciertos subtipos de VIH-1, lo cual se atribuye
al uso diferente de los codones. Por ej:
la mutacién V1I06M aparece con mayor
frecuencia en virus subtipo C de personas
tratadas con INNRT (NVP o EFV) porque
en este subtipo requiere cambio de un solo
par de bases (C- GTG_ATG) mientras que
en los demds requiere el cambio de dos

pares de bases para que en vez de valina
se codifique metionina (GTA_ATG).28

En los virus de subtipo B, la mutacién
G140S en la regién de integrasa (mutacién
compensatoria para Q148) se presenta con
mayor frecuencia que en los otros subtipos.
Esto se debe a que en los virus subtipo B
este codén estd codificado principalmente
por GGT o GGC, por lo que un solo cambio
de G por A en la primera posicién permite
codificar para sering; lo cual no se da en
otros subtipos. Estos hallazgos podrian
explicar la ocurrencia de la mutacién Q148
con mayor frecuencia entre los pacientes
con subtipo B en comparacién con no-B en
fallo virolégico bajo TARV con RAL. 27:3°
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Existe evidencia que sugiere que la mutacién
K65R, que confiere resistencia a TDF, tiene
mayor probabilidad de surgir en virus de
subtipo C que en otros subtipos. Desde el
punto de vista bioquimico, el subtipo C
presenta en la secuencia nucleotidica cinco
adenosinas que preceden a la adenosina
de la segunda posicién del codén Ké5,
lo cual favorece la mutacién durante la
refrotranscripcion.®!- 32

Por otro lado, se ha observado al realizar
pasajes de virus de subtipo C en cultivos
celulares en presencia de TDF la mutacién
K65R emerge mds répidamente que en
pasajes de virus con subtipo B.%

Estudios retrospectivos sugieren que los
pacientes que desarrollan fallo virolégico
bajo TARV que incluye TDF tienen un riesgo
de desarrollar la mutacién K65R si estdn
infectados por un virus de subtipo C.34 35 Sin
embargo un estudio de cohorte realizado
en Reino Unido demostré que ajustando
el andlisis segun factores demogrdficos y
clinicos entre pacientes que recibian TDF,
los pacientes con virus subtipo C no tienen
mayor riesgo de presentar fallo virolégico
que aquellos con virus subtipos no-B, no-C.3¢

METODOS DE LABORATORIO PARA
DETERMINACION DE RESISTENCIA A
ARV

Pruebas fenotipicas

Los ensayos de susceptibilidad fenotipica in
vitro, miden la susceptibilidad a los diferentes
ARVs en cultivo celular. La susceptibilidad,
generalmente, se informa como la
concentracién de ARV que inhibe la
replicacién del VIH-1 en un 50% (IC50). La
IC50 del virus de un paciente se compara
con la de una cepa de referencia susceptible
a los medicamentos y se expresa como una

relacién (“fold change”), de la IC50 del

virus del paciente en relacién con el control
de referencia.

Debido al costo y al largo tiempo de
respuesta, las  pruebas  fenotipicas
generalmente se reservan para el desarrollo
de fdrmacos, la investigacion de la resistencia a
los medicamentos o casos clinicos complejos.*’

Pruebas genotipicas

las pruebas genotipicas se basan en
el andlisis de la secuencia nucleotidica
viral, obtenida del plasma del paciente y
detectan las mutaciones asociadas a drogas
antirretrovirales.

La secuenciacién se considera el método de
referencia de las pruebas de genotipificacion
y es el que se utiliza en nuestro pais. 8

Las modernas técnicas de secuenciacién
derivan del método de Sanger, segin el
cual se procede a la sintesis de pequefios
fragmentos genémicos a partir de la hebra
de ADN molde con la incorporacién de
nucledtidos hasta que de forma aleatoria
se incorpora un nucledtido terminador y
cesa la sintesis, de manera que se sintetizan

hebras de ADN de longitud variable.

Esta metodologia detecta todas las
mutaciones presentes en las regiones del
genoma del VIH que codifican para la
transcriptasa reversa y la proteasa viral (gen
pol). Estas dos regiones genéticas codifican
las proteinas enzimdticas que constituyen
los principales blancos del tratamiento
antirretroviral. El desarrollo de resistencia a
estos fdrmacos se asocia a mutaciones en
estas regiones de codificacién.

Una vez obtenida la secuencia génica
del VIH a partir de la muestra sanguinea
del paciente, ésta se compara con la
secuencia de referencia del virus natural o
salvaje mediante un programa informdtico
acoplado al secuenciador (en los métodos
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automatizados) o en bases de datos de
resistencia como la de la Universidad
de Stanford (http://hivdb.stanford.edu/
DR/) usada en nuestro pais. Por Gltimo,
los resultados reportan una lista de las
mutaciones detectadas para los INRT, INNRT
e IP y INI asi como una interpretacién del
efecto de las mutaciones sobre cada uno
de los férmacos. Para la realizacién de este
andlisis de alta complejidad se requiere de
un personal cientifico experto en biologia
molecular debidamente certificado para la
realizacién de la prueba.®

El test de resistencia se ha posicionado
como una herramienta fundamental para
los médicos ya que proporciona beneficios
en la respuesta terapéutica. La utilidad
clinica de estos test estd dada por: permitir
identificar farmacos no eficaces y aquellos
potencialmente activos; evitar el cambio
innecesario de fdrmacos y la aparicién de
toxicidad de farmacos inactivos.

Dentro de las limitaciones del test genotipico
de resistencia, debemos sefalar que las
mutaciones que se detectan son aquellas
seleccionadas por los farmacos que estén
presentes al momento de la realizacién del
genotipado, por tanto, en individuos que han
recibido varios esquemas de TARV pueden
no ser “visibles” mutaciones seleccionadas
en planes previos (mutaciones archivadas).
Ademds, para que una cuasi-especie sea
detectada por el test, debe estar presente
al menos en un 20%, por lo cual existen
poblaciones minoritarias que no serdn
evidenciadas. Por Gltimo, la interpretacién
del test suele ser compleja y es necesaria su
realizacién por profesionales entrenados.*°

Estudios observacionales han demostrado
que la actividad prevista de un régimen
de ARV llamado “score de sensibilidad
genotipico” (GSS) o “score de sensibilidad
fenotipico” donde se asigna a cada droga
un valor de O (alto nivel de resistencia),

0.5 (resistencia intermedia o parcial)
y 1 (susceptible) es un fuerte predictor
independiente de la respuesta al TARV.
Ademds algunos sistemas de inferpretacién
toman en cuenta tanto el peso de las
mutaciones como conceptos de barrera
genética y farmacocinética logrando una
evaluacién mds refinada. Asi el GSS se
construye de asignando los siguientes
valores:

1, 0.5y O puntos a los INRT los IP no po-
tenciados y la ETR;

*1 y O puntos para NVP y EFV (no tienen

actividad parcial);

1.5, 0.5 y O puntos para para los IPs po-
tenciados con rtv.

Es en base al GSS obtenido a través de
las pruebas de resistencia que las guias de
tratamiento antirretroviral actuales sugieren
que en los pacientes que inician por primera
vez TARV se incluyan tres drogas activas,
por lo que se necesita un GSS >3, mientras
que aquellos expuestos a ARV y en con fallo
previo se deben incluir al menos dos drogas
activas por lo que se requiere un GSS >2.

Debe considerarse que el uso de los “scores”
de susceptibilidad tiene su mayor utilidad
para predecir fallo virolédgico pero no se
han asociado a una prediccién en cuanto a
la recuperacién inmunolégica o clinica.

Actualmente, con el uso extendido en la
prdctica clinica de las pruebas de resistencia
de VIH a ARV en el fallo virolégico se busca:

«Evitar cambios innecesarios de ARVs.

*Poner en evidencia la falta de adheren-
cia, cuando existe fallo virolégico en au-
sencia de mutaciones.

*No realizar cambios empiricos.



Virus de inmunodeficiencia humana y resistencia a antirretrovirales. [

*El uso de fdrmacos activos por periodos
mds prolongados.

*Generar ventajas econdémicas relaciona-
das a cambios de drogas.

*No generar toxicidad innecesaria frente a
fdrmacos con poca o nula actividad.

Lograr una perspectiva mds realista del
desempefio esperado a futuro de un plan
antirretroviral, sobre todo en los casos de
resistencia extensa.

Las pruebas de resistencia también estdn
recomendadas previo al inicio del TARY
para identificar resistencia transmitida,
especialmente en regiones donde la tasa de
prevalencia supera el 10%-15%. En nuestro
pais el estudio se realiza con esta indicacién
en nifos, mujeres embarazadas y personas
con primoinfeccién o infeccién reciente por

VIH (< 12 meses).
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