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RESUMEN

Antecedentes: La incorporacién de nuevos antirretrovirales (ARV), como los
inhibidores de Integrasa que bloquean la transferencia de hebra (InSTIs), a los
esquemas de tratamiento antirretroviral (TAR) ha hecho que sea relevante el
estudio de la resistencia transmitida (TDR) a estos farmacos en poblaciones
virgenes a TAR. La prevalencia de TDR a estos ARV en la mayoria de las
poblaciones virgenes a TAR se ha estimado en menos del 2%. Sin embargo, la

prevalencia de TDR a InSTls y su tendencia en México se desconocen.

Métodos: La resistencia a InSTls fue evaluada en una cohorte de 100 pacientes
mexicanos infectados con VIH subtipo B, virgenes a TAR de 12 estados. Un
fragmento del gen pol, incluyendo a Integrasa (IN) completa, se amplifico a través
de una PCR anidada. Los productos de PCR fueron secuenciados utilizando 8
primers y se ensamblaron con Geneious 5.3.4. La resistencia se evalué mediante
el algoritmo de la Base de Datos de Resistencia de la Universidad de Stanford. Se
construyeron arboles filogenéticos basados en el método de Maxima verosimilitud
para tratar de explicar la TDR a través de agrupamientos con MEGA 5.0. El
posible papel de HLA en la seleccion de mutaciones de TDR a InSTIs se evalu6 a
través de mapas de epitopos de linfocitos T citotdéxicos usando la base de datos
de VIH e Inmunologia de Los Alamos. Por otra parte, los sitios de IN bajo
seleccion positiva se determinaron mediante el programa DataMonkey, disponible

en linea.

Resultados: Se observé una frecuencia de TDR a Raltegravir (RAL) de 5% y de
6% para Elvitegravir (EVG), con un puntaje de Stanford >15 (al menos bajo nivel
de resistencia). S6lo se observd una mutacion comun asociada a resistencia de
alto nivel, Q148R. Se registraron variantes poco comunes en los sitios asociados
con la resistencia a INSTIs, N155S y E92V que confieren resistencia de nivel
intermedio. Dos virus relacionados filogenéticamente fueron portadores de la
mutacion E138K y un virus presentd el cambio R263K. Se ubicaron seis sitios bajo

presion positiva que no coincidieron con posiciones asociadas a resistencia.
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Unicamente para el virus portador del cambio E92V se identific6 superposicion
entre los epitopos reconocidos por HLA y la posicibn de mutacién. Dos
polimorfismos altamente conservados (V2011 y L101l) se observaron en el dominio
catalitico de la enzima, pero ninguno de ellos se ha asociado con disminucion de

la susceptibilidad a InSTIs.

Conclusiones: Se estim6é una prevalencia mayor de resistencia transmitida a
InSTIs en poblacibn mexicana en comparacion con la reportada en otras cohortes.
Se observaron posibles grupos de transmision de resistencia a InSTIs. La
asociacion de HLA y la aparicion de mutaciones de resistencia no fué
contundente, pero no debe descartarse. Otros estudios sobre la transmision de
resistencia a InSTIs se requieren para confirmar las tendencias mostradas en el

presente estudio.
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FRECUENCIA DE MUTACIONES DE RESISTENCIA TRANSMITIDA A
INHIBIDORES DE INTEGRASA EN VIRUS DE INMUNODEFICIENCIA
HUMANA (VIH) CIRCULANTE EN POBLACION MEXICANA

1. INTRODUCCION
1.1 EPIDEMIOLOGIA DE LA INFECCION POR VIH y SIDA

1.1.1 ORIGEN DE LA PANDEMIA

En 1981 una serie de casos inusuales de inmunosupresion preocup6 al personal
de salud estadounidense. Los pacientes mostraban una marcada disminucion de
Linfocitos T CD4+, adenopatia e infecciones oportunistas, principalmente
neumonia asociada al hongo Pneumocystis jiroveci. Llamoé la atencion que todos
los casos documentados, hasta ese momento, fueran hombres homosexuales.
Poco después empezaron a presentarse casos en pacientes hemofilicos,
personas con historial de transfusiones, y parejas de éstos; por ello se sospecho
gue la enfermedad naciente era transmisible por dos vias principales: sanguinea y

sexual.

Entre 1981 y 1983 se propusieron numerosos agentes que pudieran ser
responsables del cuadro clinico que se presentaba en los pacientes, el cual fue

denominado Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA).

En el aflo de 1983 el grupo del investigador Luc Montaigner (Instituto Pasteur,
Francia) detecté en sobrenadantes de pacientes con inmunodeficiencia restos de
la enzima transcriptasa inversa, lo que hizo suponer una etiologia viral para el
SIDA. Posteriores investigaciones lo llevaron al descubrimiento de un virus al que
denomind Virus Asociado a Linfoadenopatia (LAV, por sus siglas en inglés). Por
su parte el doctor Robert Gallo del NIH (National Institutes of Health) en Bethesda,
USA, aislé un retrovirus de pacientes con SIDA que fue bautizado como virus de
leucemia de células T humanas tipo Il (HTLV-Ill). Mientras que Levy y
colaboradores aislaron un microorganismo al que denominaron retrovirus asociado

a SIDA. Dada la similitud genética de todos los aislamientos, se determind que se
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trataba del mismo virus que fue ubicado dentro de los Lentivirus y adquiri6 el

nombre de Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH).

Para finales de 1983 los pacientes no estaban confinados a una sola region de la
Unidon Americana, existian casos en mas de 15 estados y pronto se sumaron
reportes de Europa. Al término del afio siguiente eran ya doce mil casos
reportados a nivel mundial, lo que suponia una epidemia peligrosa y de atencion

urgente [2].

En 1986 surge un virus estrechamente relacionado con el VIH, sin embargo fue
encontrado Unicamente en pacientes africanos y presentaba una progresion

clinica mucho mas lenta, se le denominé VIH-2.

1.1.2 PANORAMA MUNDIAL DE LA INFECCION POR VIH

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud, “El SIDA es la mas compleja,
mutante y probablemente, mas devastadora enfermedad infecciosa que jamas
haya visto la humanidad” y es que desde su descubrimiento en 1981 el Virus de
Inmunodeficiencia Humana ha cobrado la vida de miles de personas alrededor del
mundo, y se ha posicionado como una de las pandemias mas importantes de la

historia.

Durante muchos afios, la cifra de individuos infectados con este virus crecié de
forma alarmante, lo que obligd a los gobiernos y organizaciones de salud a
redoblar esfuerzos para controlar la inminente pandemia. Entre las medidas que
desde entonces se han implementado, destaca el incremento y mejora de la
infraestructura y atencion hospitalaria y la realizacion de campafias intensivas de
educaciéon sexual dirigidas a la poblacion de riesgo (jévenes de 15 a 24 afios),
ambas acciones han permitido observar una reduccién en el numero de
infecciones por afo. Aunado a esto, la optimizacion del Tratamiento Antirretroviral
(TAR) cuya finalidad es ampliar la cobertura y mejorar la calidad de vida de los

pacientes que lo reciben ha impactado en la disminucion del conteo de decesos
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asociados a SIDA (Figura 1.1), reduciéndolos de 2.2 millones reportados a

mediados de los afios 2000 a 1.8 millones en 2010 [3].

4.000.000
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s |uertes relacionadas con el sida el VIH alcanzaron su nivel maximo en 1997,

Figura 1.1 Tendencia mundial de nuevas infecciones de 1990 a 2010. Tomada de [3].

A pesar de la reduccion en la prevalencia de esta infeccion, la cantidad de
personas que viven con VIH alrededor del mundo es preocupante. Se estima que
poco mas de 34 millones (31.6 — 35.2 millones) de habitantes portan el virus, 2.7
millones de ellos infectados Unicamente en 2010 y 68% pertenecientes al
continente Africano, donde se encuentra la regidbn de mas alta prevalencia

mundial, Africa sub-Sahariana (Figura 1.2).

Las mujeres y nifias siguen representando cerca del 50% de las infecciones por
VIH, lo que aumenta el riesgo de transmisiobn madre-hijo. Las practicas sexuales
sin proteccion y el uso de drogas inyectables son los dos factores que han jugado

un papel preponderante en la diseminacién de la enfermedad hasta nuestros dias

[1].
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Figura 1.2 Distribucion mundial de infeccién por VIH. Se muestra la proporcién de la poblacién
total de cada pais que ha adquirido la infeccion. Africa sub-Sahariana es la region geogréafica con
mayor prevalencia, especificamente Sudafrica registra el mayor nimero de infecciones del mundo,
con 5.6 millones. Modificada de [1].

De acuerdo a la “Guia de la Organizacién Mundial de la Salud sobre el acceso
universal al tratamiento para VIH/SIDA” del 2010, la implementacién del
tratamiento antirretroviral (TAR) ha impactado contundentemente la prevalencia de
la infeccion en 33 paises. En Norteamérica, Europa Central y Occidental se ha
visto una reduccion en las muertes por SIDA desde 1996, en Africa Sub-Sahariana
y el Caribe se ha observado el mismo patron después de que en 2005 se
introdujeran los Antirretrovirales a estas regiones. Sin embargo, en zonas que no
han sido cubiertas en su totalidad por el tratamiento, como Europa del Este y Asia
Central, se ha registrado un aumento en las muertes relacionadas con SIDA
(Figura 1.3).

En 2010 se lograron evitar 700,000 muertes asociadas a SIDA gracias al uso de
antirretrovirales, pero a pesar de lo alentadores que pudieran resultar estas cifras,
unicamente el 35% de las personas infectadas a nivel mundial estan bajo un
régimen terapéutico; limitando asi, las cifras de casos exitosos de manejo

farmacolégico a aquellas regiones con sistemas de salud solventes. Es por ello
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que los esfuerzos globales se han dirigido a aumentar la cobertura en paises de

medianos y bajos ingresos, basandose principalmente en:

e Establecimiento de un momento 6ptimo de inicio de tratamiento mediante el
uso de indicadores clinicos eficaces (Carga viral y cuenta de linfocitos T
CD4+)

e Reduccion del costo de antirretrovirales (ARVS) y simplificacion de los
regimenes actuales.

e Reduccion de la incidencia de eventos adversos asociados a toxicidad de

los medicamentos actuales.

Dada la magnitud que ha adquirido esta epidemia, los recursos destinados a su
investigacion, prevencion y tratamiento han ido en aumento. Sin embargo, una
estrategia prometedora que pueda solucionar este creciente problema aun se ve
lejana, por lo que profundizar en el conocimiento del virus, su comportamiento a
nivel poblacional y sus interacciones con el hospedero, dirigen a la comunidad
cientifica en la busqueda de un manejo retroviral adecuado, e incluso, el desarrollo

de una vacuna efectiva.

1.1.3 EPIDEMIOLOGIA DE VIH/SIDA EN EL CONTINENTE AMERICANO Y MEXICO

La epidemia por VIH en el Continente Americano tiene un comportamiento
particular. Los primeros casos se registraron desde 1981 en Estados Unidos,
mientras que América Latina es considerada una region de infeccion reciente,

empezando a contabilizarse casos después de 1983.

Tomando en cuenta los casos totales (personas de cualquier edad) por pais,
Estados Unidos es el pais con mayor numero de infecciones, seguido de Brasil y
en tercer lugar México. Tomando en cuenta Unicamente las infecciones en adultos
mayores de 15 afios, tal como la ONU estima la prevalencia de a infeccion,

nuestro pais se ubica en la posicion diecisiete de Latinoamérica [4].
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Muertes anuales relacionadas con SIDA de 1990 a 2009
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Figura 1.3 Tendencias de muertes relacionadas con SIDA en distintas regiones del mundo.
En Africa sub-Sahariana, Norteamérica, Europa central y Occidental el declive de estas cifras
coincide con el inicio del Tratamiento Antirretroviral. Europa del Este y Asia Central tienen limitada
cobertura de la atenciéon farmacologica de la infeccién, impactando en un aumento de la
mortalidad. Traducida de [1].

De acuerdo al Centro Nacional para la Prevencion y Control del SIDA (CENSIDA),
en México hay cerca de 223,000 personas entre 15 y 49 afios viviendo con VIH;
151,614 casos acumulados de SIDA y 36,714 casos acumulados de VIH al 30 de
septiembre del 2011. Cerca del 80% de estos casos son hombres vy
aproximadamente 20% mujeres. Solo en 2011 (1 enero — 30 septiembre) se
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registraron 2,846 nuevos casos de SIDA y 3,083 casos nuevos de VIH [3]. Estas
cifras deben ser tomadas con cautela dado el nUmero de subregistros y el retraso
en la notificacibn de casos que afectan severamente la estadistica de la

enfermedad.

Los estados de la Republica Mexicana con mayor incidencia de casos de SIDA
son el Distrito Federal (16.1%), Estado de Meéxico (11.1%), Veracruz (9.2%) y
Jalisco (7.6%). Sin embargo, la incidencia por cada 100 mil habitantes muestra
que el Distrito Federal, Guerrero, Baja California, Morelos, Veracruz y Nayarit son
los estados mas afectados. Se estima una prevalencia relativamente baja en la

poblacién general (0.3%) [3].

Los hombres que tienen sexo con hombres contindan representando la mayor
cantidad de contagios, seguidos de mujeres heterosexuales (Figura 1.4). En

nuestro pais el sector mas afectado son los adultos entre 25y 34 afos [3].

Distribucién de adultos infectados con VIH en México, 2009

2%

Hombres que tienen sexo con hombres
B Mujeres heterosexuales

" B Clientes de trabadori@s sexuales

Hombres heterosexuales
3%

2%
1% B Personas privadas de la libertad

Trabajador@s sexuales

0% W Usuarios de drogas inyectables

Figura 1.4 Distribucion de los pacientes en México estimados de forma conjunta por
CENSIDA y ONUSIDA y su distribucion por grupos de riesgo. Los hombres que mantienen
relaciones sexuales con hombres y las mujeres con relaciones heterosexuales representan los
grupos sociales con mayor incidencia de infeccion por VIH-1 en México. Tomada de [3].

En cuanto a la atencibn médica que reciben los pacientes en nuestro pais, se
estima una cobertura del Tratamiento antirretroviral del 78%, y 14% de los

paciente infectados son monitoreados sin necesidad actual de un régimen

18



terapéutico. Es preocupante que cerca del 59% de los casos totales estimados

son personas que desconocen su estado serolégico [4].

1.2 GENERALIDADES DEL VIRUS DE INMUNODEFICIENCIA HUMANA

1.2.1 CLASIFICACION DEL VIRUS

El andlisis de multiples secuencias de nucleétidos y proteinas ha permitido
diferenciar dos clases de virus, VIH-1 y VIH-2. Filogenéticamente se encuentran
un tanto lejos entre ellos, ubicando al tipo 2 mas cercano de los Virus de
Inmunodeficiencia en Simios (VIS), fortaleciendo la hipétesis del origen de la

infeccién en un fendbmeno de zoonosis.

El virus tipo 2 es encontrado principalmente en Africa, aunque los casos en otras
partes del mundo como Brasil e Italia son crecientes. El VIH-1 es el responsable
de la actual pandemia, y con base en analisis filogenéticos se ha clasificado en
tres grupos, M (Main), O (Outlier) y N (non-M, non-0), siendo cada uno, producto

de un evento de zoonosis distinto.

Los grupos O y N han sido aislados principalmente en individuos de Camerudn,
Gaboén y Guinea Ecuatorial, mientras que el grupo M ha sido identificado en la
mayor parte del mundo. Dentro de este grupo, se han diferenciado distintos
subtipos designados con las letras A-D, F-H, J y K, ademéas de numerosas formas
recombinantes. El subtipo C tiene las cifra mas alta de prevalencia global por ser
predominante en Africa sub-Sahariana y la India, mientras que el subtipo B el de
mayor incidencia en el continente Americano [6] (Figura 1.5).

1.2.2 ESTRUCTURA DEL VIH: ORGANIZACION GENOMICA Y PROTEINAS

El VIH pertenece a la familia Retroviridae. Todos los miembros de esta familia se
caracterizan por la transcripcion reversa de su genoma tipico de ARN a ADN para
poder ser insertado en los cromosomas de la célula hospedera. El VIH esta
clasificado como Lentivirus ya que la enfermedad que causa tiene una progresion
tipicamente lenta. Tal como otros miembros de este grupo, tiene como células

blanco principalmente linfocitos y macrofagos, causando inmunodeficiencia.
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Figura 1.5 Distribucién global de subtipos de VIH-1. Se muestra la distribucion por continente
de los subtipos virales de VIH-1, no se incluyen las formas recombinantes. En mayusculas se
identifica al subtipo dominante y en minUsculas otros subtipos identificados en la regién. El subtipo
C es el més distribuido por su fuerte presencia en Africa e India, mientras que el subtipo B esté
distribuido de forma importante en el continente Americano. Tomada de [7].
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El VIH es un virus envuelto, esférico, y con un didmetro aproximado de 100 a 120
nm. La envoltura se obtiene a partir de la membrana de la célula hospedera en el
momento de la gemacion y sobre ella se proyectan glicoproteinas virales en forma
de espicula. Al interior de la cubierta se encuentra una capside coénica que
contiene dos copias, no necesariamente idénticas, de ARN" de cadena sencilla de
9.7 kb aproximadamente. También se empaquetan hasta 50 copias de las
enzimas Transcriptasa Inversa (RT) e Integrasa, junto con dos ARN de

transferencia (ARNt) que serviran de primers para la actividad de RT (Figura 1.6).

Todos los retrovirus contienen tres genes principales responsables de la
estructuracion de nuevos viriones; éstos son gag (group specific antigen), pol
(polimerasa) y env (envoltura). Ademas de estos tres genes, el VIH-1 posee
regiones codificantes de proteinas accesorias con marcos abiertos de lectura

(ORF) sobrelapados para vif, vpu, vpr, tat, rev y nef.
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Nucleocapside (p7)

= transcriptasa reversa
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W integrasa

Figura 1.6 Estructura del VIH. Representacion de la estructura de un virus maduro y sus compo-
nentes proteicos estructurales y enzimaticos principales. Modificada de [8].

A partir del gen gag se produce un precursor conocido como Pr55¢,4, que al sufrir
protedlisis genera cuatro proteinas, pl7 (matriz, MA), p24 (capside, CA), p7
(nucleocapside, NC) y p6; ademas de pl y p2 que son péptidos espaciadores
(Figura 1.7).

MA recubre la superficie interna de la envoltura viral. Esta proteina esta conjugada
con &cido miristico en los residuos de glicina del extremo amino terminal, que es el
responsable de la afinidad hacia membranas lipidicas. CA es la protagonista en el
ensamblaje de la cépside viral y estd conformada por dos dominios y un asa
flexible. Seis unidades de p24 se asocian en unidades estructurales que

conforman la c4pside conica.

El genoma viral esta protegido por la nucleocapside, las proteinas que conforman
esta estructura, NC, tienen dos motivos del tipo dedos de zinc que permiten la
interaccion con el ARN. Aunada a esta funcion estructural, NC se une a cuatro
asas o loops en el acido nucléico conocidos como “sefal de encapsidacion” para
promover su dimerizacion y empaquetamiento en los viriones nacientes, actia
como chaperona para la transcripcién reversa del material genético protegiéndolo
de nucleasas y colocando un ARNt para el inicio de este proceso y coadyuva en la

integracion del genoma viral [9].
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A patrtir del extremo C-terminal de gag se genera p6, una proteina indispensable
para la liberacion de particulas virales. Especificamente, las secuencias conocidas
como “dominios terminales” en p6 son fundamentales en este proceso. Diversos
estudios han mostrado que el virus ha usurpado la maquinaria de transporte de

vesiculas de las células hospederas para su propio escape.

El gen pol produce una poliproteina conocida como Pr160%29* a partir de la cual
derivan las tres enzimas del virus: proteasa (PR), Transcriptasa inversa (RT) e

Integrasa (IN) (Figura 1.7).

PR o p10 es una aspartil-proteasa localizada fuera de la capside y es activa en
forma de dimero. Esta enzima es responsable de cortar los precursores Pr55 y
autocatalizar el corte de Pr160 en diversos polipéptidos justo después de la
gemacion del virion. Al generarse distintas proteinas se presentan cambios

morfolégicos conocidos como maduracion del virus, confiriéndole infectividad.

RT, también conocida como p66/p51 es una ADN polimerasa ARN-dependiente
que produce una copia de ADN de doble cadena a partir del genoma del virus.
Esta enzima posee también actividad de ARNasa H pero no de exonucleasa 3'-5’,
por lo que la alta variabilidad genética del VIH en gran medida se debe a esta
incapacidad de correccion de errores, estimandose una tasa de mutacion de

3.4x10® mutaciones/nucleétido/ciclo. [2]

La tercera enzima generada a partir de pol es IN (p32) cuya funcion es la
integracion del genoma viral en el ADN de la célula hospedera. Este proceso lo
realiza mediante la catalisis de dos reacciones, el procesamiento del extremo 3’ de
la doble cadena de ADN (provirus) y la integracion de éste en el genoma del

hospedero.

Por otro lado, el gen env es responsable de la produccion de la glicoproteina

gpl160, la cual es cortada por PR en dos subunidades: gp120 (SU) que es un
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polipéptido hidrofilico que se encuentra en la superficie de la envoltura y posee
cinco asas (V1-V5) cuya secuencia es altamente variable, y gp4l (TM) que
atraviesa en siete ocasiones la membrana. Ambas subunidades se ensamblan en
trimeros para conformar las 72 espiculas caracteristicas del VIH. El dominio SU es
el que se une a las moléculas receptoras de la célula blanco: CD4+ vy
CCR5/CXCRA4. Dicha interaccién induce cambios conformacionales en gp41 que
promueven la fusion de la membrana celular con la viral para permitir la entrada de

la capside y continuar con el ciclo de replicacion del virus.

Las proteinas accesorias se encuentran en menor cantidad pero no por ello tienen
funciones poco importantes. Vif (Viral infectivity factor) se ha relacionado con la
supresion de mecanismos anti-virales montados por el hospedero, principalmente
al inhibir la enzima APOBECS3G, una citidin-desaminasa que funciona como factor

antirretroviral al causar hipermutacion en el VIH.

Vpr es esencial para la replicacion del virus principalmente en macréfagos, forma
parte del complejo de pre-integracion que modula el movimiento del ADN viral
recién sintetizado hacia el nacleo de la célula hospedera y ademés se ha sugerido
que causa arresto celular en G2 inhibiendo la apoptosis de la célula infectada,
pero permitiendo la expresion de ciertos genes “activadores” de la replicacion viral
[10, 11]. Por otro lado, Vpr también aparece como un factor soluble secretado por
células infectadas que induce la muerte de células no infectadas, contribuyendo a
la deplecion de linfocitos T CD4+.

Por su parte, Vpu es una proteina exclusiva de VIH-1, la cual presenta dos
dominios: el transmembranal y el citoplasmatico. Dentro de la célula hospedera
existe una proteina denominada enlacina (Tetherin, en inglés) cuya funcion es
impedir la gemacién de los viriones mediante el anclaje de éstos a la membrana
citoplasmatica. Vpu interactia con la enlacina y bloquea su accién. Por otro lado,
dentro de las células infectadas se generan complejos entre gpl60 y CD4+ en el

reticulo endoplasmico, lo que limita el transporte de ambas moléculas a la
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membrana plasmatica. Vpu revierte esta union, dejando libre el polipéptido gp160

y uniendo a CD4+ con proteinas de degradacion via proteosomal.

Nef es una proteina de expresion temprana que potencia la replicacion del virus
manteniendo altos niveles de viremia en el paciente y regula la expresion de la
molécula CD4+ en la superficie del linfocito infectado. Ademas, se ha visto que
puede regular de forma positiva y negativa la expresion de moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) en el linfocito, contribuyendo a la persistencia

del virus y evasion del sistema inmune [11].

El genoma viral esta flanqueado por repeticiones terminales largas (LTR) que son
secuencias idénticas divididas en tres dominios: U3, R y U5. U3 del LTR 5
contiene gran parte de los elementos de control transcripcional, incluido el
promotor. R forma estructuras hibridas de ARN-ADN para permitir a RT la
transcripcion de hebras completas de ADN. En U5 se encuentran sitios de union a
factores de transcripciéon que regulan la sintesis de ARNm durante la infeccion.
Los LTRs participan también en la integracién del provirus en el ADN hospedero
[9, 10].

Tat y Rev son enzimas de regulacion transcripcional. La primera de ellas potencia
la procesividad de la ARN polimerasa aumentando la produccion de todas las
proteinas virales, ademas, se ha observado que es liberada por células infectadas
y actla sobre otras no infectadas como transductor de sefiales facilitando una
nueva infeccién, por ello ha sido denominado “caballo de Troya”. Por su parte, Rev
se une al ARNm de las proteinas estructurales para regular su produccion. Es una
enzima sintetizada en la etapa temprana de la infeccion y aumenta su
concentracion durante el ciclo de replicacion para regular el movimiento y

produccion del resto de las proteinas virales.
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Figura 1.7 A. Organizacion gendémica de VIH-1. El genoma del VIH-1 posee tres marcos
distintos de lectura (ORF) que comprenden los genes estructurales (gag, pol y env), genes de
proteinas accesorias (vif, vpu y vpr) y genes de proteinas reguladoras (tat y rev). Ademas existen
dos secuencias de repeticion terminales que flanquean el genoma, LTR5 y LTR3’ que contienen
secuencias promotoras y reguladoras de transcripcién. B. Proteinas del VIH. Los genes gag y pol
transcriben en dos precursores Pr55 y Pr160 respectivamente. A partir de Pr55 se generan matriz
(p17, MA), capside (p24, CA), nucleocapside (p7, NC), p6 y dos péptidos espaciadores (ply p2); y
de Pr160 se originan las enzimas proteasa (p10, PR), transcriptasa inversa (p51, RT) e Integrasa
(p32, IN). Env se traduce en gpl160 que es cortada por proteasas celulares en gp120 (Superficie,
SU) y gp41 (Transmembranal, TM).

1.2.3 TROPISMO, RECEPTORES Y CO-RECEPTORES

Tras diversos estudios del mecanismo de infeccién del VIH, se observé que el
virus tenia una afinidad marcada por células en cuya superficie estuviera
expresada la molécula CD4. Las principales células blanco son Linfocitos T
ayudadores (CD4+) cuya deplecion es caracteristica de la infeccion y la progresion

a SIDA; sin embargo, las células dendriticas también son susceptibles de ser
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infectadas a pesar de la expresion reducida de dicha molécula. Mencién aparte
son los macrofagos, que se les ha identificado principalmente como reservorios

del virus.

El receptor CD4 es miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas, de forma
natural estabiliza la interaccion entre el receptor del linfocito T y las moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad de clase II (MHC-II) para el proceso de
presentacion antigénica [9]. En el contexto de la infeccidén, se ha identificado un
sitio de union de alta afinidad hacia la proteina viral gp120 en el fragmento N-
terminal de su dominio extracelular. Esta interaccién es el primer paso en el ciclo

replicativo del VIH.

Se sabe que la simple union de gpl120 y CD4+ no es suficiente para permitir la
entrada del virus a la célula, es decir, es necesaria la participacion de una serie de
correceptores que refuercen la respuesta. Se ha identificado que miembros de la
superfamilia de proteinas de siete asas transmembranales acoplados a proteina G
cumplen con esta funcién.

Los dos correceptores principales para VIH son CXCR4 y CCR5. Ambos funcionan
normalmente en la célula como receptores de quimiocinas. El uso preferencial de
alguno de ellos define el tropismo viral, clasificando al virus en M-tropicos 0 R5 si
el correceptor usado es CCR5 y T-tropicos o X4 si el correceptor CXCR4 es el
participante. = Se han aislado algunos virus cuya afinidad es intermedia,
definiéndose como virus de tropismo dual [7]. El uso de CCR5 se ha asociado a
etapas tempranas de la infeccion, mientras que los virus que usan CXCR4

aparecen tipicamente en etapas avanzadas.

Otros receptores de quimiocinas que se han propuesto como posibles
correceptores para el VIH incluyen CCR2b, CCR3, CCR8, CCR9, APJ entre otros,

sin embargo, su importancia biolégica aun no es clara [2].
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1.2.4 CICLO DE REPLICACION DEL VIH

Inicialmente, el VIH se une a la molécula CD4+ de la célula blanco mediante
gp120. Esta union induce cambios en la proteina viral, exponiendo los dominios de
union a correceptores (CXCR4 o CCR5). Principalmente se ha asociado al asa V3
de gp120 en esta interaccion.

Después del primer contacto entre el virus y la célula, gpl120 modifica su
conformacion para exponer el dominio de fusion de gp4l y asi promover el
acercamiento de la membrana viral a la bicapa lipidica de la célula blanco. Una
vez que ambas membranas se han unido, entra la capside viral al citoplasma del

hospedero (Figura 1.8).

El ARN viral es transcrito en una doble cadena de ADN gracias a la actividad de
RT. Se ha demostrado que NC juega un papel importante en este proceso, pues
estd involucrada en el posicionamiento del ARNt usado como iniciador de la
transcripcion [9]. El dominio con actividad de ARNasa H de RT participa de forma
importante, pues degrada la porcion de ARN del hibrido formado ARN-ADN
dejando Unicamente una cadena sencilla de &cido desoxiribinucleico que se

complementara para formar el provirus de dos hebras listo para su insercion.

Las proteinas IN, NC y Vpr se asocian para formar el Complejo de Pre-Integracion
(PIC), que junto con el ADN recién sintetizado migra al nucleo. Una vez dentro, la
enzima Integrasa se une a ambos LTRs y corta un dinucleotido altamente
conservado de nucleétidos GT de cada extremo (procesamiento 3’), dejando
extremos cohesivos que permitiran la insercion del provirus en el cromosoma
hospedero (transferencia de hebra) que ya ha sufrido un corte escalonado previo
(Figura 1.8). Ambas actividades de IN son dependientes de la estructura
cuaternaria de la enzima. Para la primera de las etapas se requiere a la enzima
dimérica, mientras que para la transferencia de hebra es una Integrasa tetramérica
la que actua [12]. El funcionamiento de esta enzima requiere de un ion divalente
como cofactor (Mg®"), al igual que ciertos factores celulares como LEDFG/p75,
que se une al centro catalitico de la enzima para dirigirla al sitio correcto de

insercion y ademas la protege de ser degradada [13]. Alternativamente, el ADN
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viral puede formar circulos de uno o dos LTRs y permanecer en forma episomal

sin generar infecciones productivas [2].

Después de la integracion, se lleva a cabo la expresion de los genes virales y el
procesamiento (splicing) del ARNm formado. En la etapa temprana se generan las
proteinas Tat, Rev, Vif, Vpr y Vpu, mientras que en la etapa tardia el ARN
generado puede no sufrir splicing para empaquetarse en las nuevas particulas
virales, o sufrir un solo evento de corte y empalme para producir las poliproteinas
Pol, Envy Gag [2].

Los precursores proteicos y el genoma viral son transportados a la membrana
plasmatica y ensamblados para estructurar viriones (Figura 1.8). El transporte y
salida de las nuevas particulas virales son dependientes de Vpu y las proteinas

celulares del sistema ESCRT.

Los virus nacientes son liberados de la membrana sin capacidad infectiva. La
proteasa viral, que es generada por autocatdlisis del precursor Gag-Pol, corta las
otras poliproteinas virales en sus respectivas subunidades y permite la asociacién
de CA y otras estructuras que derivan en un virus maduro con poder infectivo
(Figura 1.8).

1.2.5 HISTORIA NATURAL DE LA INFECCION POR VIH

Tras la adquisicion del VIH comienza un proceso de replicacién continuo que,
inicialmente, no suele manifestar alguna sintomatologia caracteristica. Sin
embargo, existen algunos pacientes que en las primeras etapas de la infeccién
pueden presentar el llamado sindrome retroviral agudo, una enfermedad parecida
a la mononucleosis infecciosa que causa fiebre, erupciones, dolor articular e
inflamacion de los nodulos linfaticos mientras se producen anticuerpos especificos

contra el virus, proceso denominado seroconversion [14].
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Figura 1.8 Ciclo de replicacién del VIH. 1) El virus se une al receptor CD4+ del linfocito blanco a través de
gp120, induciendo cambios conformacionales que permiten la unidn a correceptores, principalmente CCR5 y
CXCR4 y promoviendo la fusion de membranas mediadas por gp41. 2) La capside viral es liberada en el
interior de la célula hospedera. 3) La cdpside se desintegra permitiendo la salida del material genético vy las
enzimas virales. 4) El ARN es transcrito en ADN de doble cadena gracias a la transcriptasa inversa. 5) El ADN
es cortado en los extremos 3’ por IN y se asocia a Vpr, NC e IN para conformar el complejo de preintegracion
(PIC) que transloca al nucleo. El provirus es integrado en el genoma de la célula hospedera gracias a IN. 6) La
transcripcion del ADN viral genera ARN que puede o no ser procesado, generando genomas virales listos
para empaquetarse en nuevos viriones, o bien, ARNm que se traduce en las proteinas Tat, Rev, Vpry Vpu en
etapa temprana y Gag-Pol, Gag y Env en etapa tardia. 7) El ARN viral y las proteinas son transportadas a la
membrana plasmatica para conformar nuevas particulas virales. 8) Los viriones salen de la célula mediante
gemacion, envolviéndose en una porcion de la membrana plasmatica. 9) La proteasa viral corta los
polipéptidos empaquetados para producir las enzimas y proteinas necesarias para conformar un virus
maduro e infectivo.

La persona que es infectada por el virus, independientemente de que presente
sintomas o no, es altamente contagiosa, particularmente en la etapa temprana de
la infeccién. La proliferacion del virus se lleva a cabo de forma cronica,
deteriorando el sistema inmune y haciendo susceptible al individuo de ser blanco

de diversas infecciones oportunistas.

El curso de la infeccidon puede dividirse en tres etapas: infeccion primaria (aguda),
infeccion cronica y avance de la enfermedad (SIDA). La duracién de cada etapa es

variable de individuo a individuo (Figura 1.9).
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Figura 1.9. Variacion de distintos parametros inmunolégicos y virales a lo largo de la
infeccion por VIH. A) progresion de la enfermedad basada en la variacion del numero de copias
de RNA por mL de plasma en cada paciente. El mayor riesgo de transmision se da en la etapa
temprana, mientras que la diversidad de especies virales aumenta hacia la etapa de SIDA.
B) Progresién en la produccién creciente de anticuerpos dirigidos a VIH, y la deplecién en las
poblaciones celulares de Linfocitos T CD8" y CD4" caracteristicas del SIDA. Traducida de [15].

La Organizacion Mundial de la Salud clasifica la infeccion de acuerdo a datos
clinicos y de laboratorio de los pacientes en tres rubros, de los cuales depende el

manejo clinico del paciente (Tabla 1.1).

Categorias clinicas de la infeccion por VIH

A B C
Células CD4+ Asintomatica, o Sintomatica®* Clinica*
infeccién aguda No categorizadaen Ao C SIDA
> 500/mL (> 29%) Al B1 C1l
200 — 499 /mL A2 B2 Cc2
(14% - 28%)
< 200/mL (<14%) A3 B3 c3

«Incluye: candidosis vulvovaginal, displacia cervical; fiebre o diarrea persistente, herpes zoster,
purpura trombocitopénica, entre otras.
alnfecciones oportunistas persistentes y concomitantes

Tabla 1.1 Categorizacion de la infeccidon por VIH de acuerdo a la Organizacion Mundial de la
Salud. Se muestran las categorias clinicas en que se divide la infeccién por VIH basadas en el
parametro clinico de cuenta de Linfocitos T CD4+.
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El tratamiento con antirretrovirales y la profilaxis de las infecciones oportunistas

han modificado la evoluciéon del SIDA.
Fase inicial

Independientemente de su mecanismo de transmision las manifestaciones que
aparecen tras el ingreso del VIH en el organismo pueden guardar relacion con la
dosis infectante, la virulencia de la cepa de VIH y la capacidad de respuesta del

sujeto infectado.

Normalmente se presentan sintomas inespecificos de cualquier infeccion viral,
tales como fiebre, faringitis y dolor de cabeza, en algunos casos atralgias y
mialgias. Estas situaciones se resuelven de 3 a 5 semanas posteriores a su

aparicion.

Linfadenopatia, Ulceras mucocutaneas Yy pérdida de peso refuerzan la sospecha
sobre infeccion por VIH. La meningoencefalitis ascéptica es la manifestacion

neurolégica mas comun en la infeccién primaria de VIH.

A las 2-6 semanas del contagio se detecta antigeno p24, el cultivo viral se
positiviza y existen muchos linfocitos CD4+ infectados; progresivamente van
apareciendo los anticuerpos circulantes (4-12 semanas) y el antigeno p24
desaparece. Se presenta una inmunosupresion modesta y el nivel de RNA viral en
plasma va en aumento, se presentan pocas variantes virales y la replicacion inicial
se confina a nodos linfaticos. Dentro de los resultados de laboratorio, se observa
un incremento en las células T CD8+ activadas circulantes, las enzima aspartato

desaminaza (AST) suele estar también aumentada (Figura 1.9).

La eventual migracion de linfocitos infectados y viriones a través de la sangre
permite la replicacion secundaria en sitios como el tracto gastrointestinal, el bazo
y la médula 6sea, promoviendo un franco incremento en la viremia (10° — 10’

copias/mL plasma).

Aproximadamente dos meses después de la infeccion, se suele presentar un

control parcial de la replicacion viral al establecerse la respuesta citotoxica, de
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esta manera, se establece un equilibrio en la replicacion, conocido como “set

point” (10° — 10° copias/mL plasma).
Fase crdnica

Esta fase tiene una duracién variable estimada en varios afios y en ella persiste la
proliferacion viral, aunque a bajo nivel. Se estima que 1 de cada 10,000 linfocitos
CD4+ circulantes estaria infectado pero solo en el 10% de ellos existiria

replicacion viral persistente [14].

A pesar de existir una pérdida cronica de células T CD4+ aproximadamente de 30
— 60 cél /uL/afo, la cuenta general puede permanecer constante por varios afios

antes de la marcada reduccidn caracteristica del SIDA.

Existen individuos capaces de permanecer en este estadio por décadas sin
necesidad de tratamiento antirretroviral; tal es el caso de los denominados
pacientes no progresores o controladores de la infeccion. La razén de este control
sobresaliente de la replicacion viral es multifactorial, ya que depende de
caracteristicas intrinsecas de la respuesta inmune del individuo, influencia de
factores genéticos como el haplotipo HLA o presencia de polimorfismos en TLRs

importantes para la respuesta inmune innata, factores virales, etc [16].

Los pacientes en esta etapa suelen estar asintomaticos, con o sin adenopatias,

cifra baja de plaguetas y minimos trastornos neurolégicos.

Aungue existen amplias variaciones individuales, se estima que en 10 afos el 50%
de los adultos y el 80% de los nifios habran evolucionado a estadios mas
avanzados, aunque la progresion de la enfermedad puede verse influida por
numerosos factores como el inicio de TAR, estado nutricional del paciente,
resistencia del sistema inmune, entre otros [14]. Se ha determinado que

Gnicamente de 1 a 2% de los pacientes progresan a SIDA antes de 2 afios [16].
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SIDA

Esta etapa se caracteriza por un aumento de la replicacion del VIH y coincide
clinicamente con una profunda alteracion del estado general del paciente
(sindrome de desgaste), aparicion de graves infecciones oportunistas, ciertas
neoplasias y alteraciones neuroldgicas. Ademas, existe una correlacion directa
entre la aparicion de enfermedades oportunistas como candidosis oral,
pneumococcosis, tuberculosis y varicela zoster; y la disminucion de células T
CD4+ por debajo de 500 células/uL.

El riesgo de tener complicaciones como pneumonia por Pneumocystis jiroveci,
Candida esophagitis, histoplasmosis diseminada y otras infecciones flngicas
sistémicas se incrementa sustancialmente cuando el nivel de linfocitos T CD4+

cae a valores cercanos a 200 células/uL,

La aparicion de otros trastornos como reactivacion de infecciones por
citomegalovirus (CMV), criptosporidiosis, entre otras, son indicativas de una franca
falla del sistema inmune (50 células T CD4+ /uL) (Figura 1.10).

Existe una variedad de neoplasias que se presentan en pacientes en esta etapa
de progresion, entre ellas se incluye el sarcoma de Kaposi causado por un virus
de herpes tipo 8, linfoma asociado a infeccién por virus Eipsten- Barr y carcinoma

anal y cervical asociado al virus de papiloma humano (VPH).

El prondstico de pacientes con SIDA es variable en cuanto a supervivencia. La
edad, el mecanismo de contagio, el tratamiento antirretroviral y la capacidad de

respuesta del organismo, parecen influir en la sobrevida del individuo.
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Figura 1.10. Enfermedades relacionadas con la progresion de la infecciéon por VIH. Distintos
trastornos en los pacientes con infeccién por VIH aparecen de forma progresiva y con una
correlacion directa con el descenso en la cuenta de células T CD4+. La acumulacién de infecciones
y trastornos inmunes derivan en el desarrollo de Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA),
generalmente cuando los linfocitos T CD4+ se encuentran por debajo de 500 cél/uL. Modificada de

[71.
1.3. TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL (TAR)

1.3.1 DESARROLLO DEL TAR
Desde el primer caso de infeccion por VIH hasta 1985, la tasa de mortalidad por
SIDA aumentaba de forma incontrolable, pues no se conocia tratamiento alguno

que fuera efectivo en los pacientes con inmunosupresion.

Con el creciente conocimiento sobre el VIH fue posible identificar blancos
terapéuticos prometedores. La primera molécula usada en el tratamiento de estos
pacientes fue la azidotimidina (AZT, también conocida como zidovudina) que
bloquea de forma eficaz a la transcriptasa inversa y fue aprobada por la FDA a
finales de 1986. Con este compuesto nace la primera familia de antirretrovirales
denominados inhibidores de transcriptasa inversa analogos de nucledsidos (NRTIs
en inglés). Sin embargo, el rapido desarrollo de resistencia en pacientes que
recibian este medicamento forzé la bisqueda de nuevos compuestos y en 1991

surge otro NRTI conocido como Didanosina (ddl) que fue efectiva, pero
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nuevamente de forma temporal. Poco mas tarde es aprobado el tercer
antirretroviral con el nombre de Zalcitabina (ddC) [2].

En México fue hasta 1991 cuando AZT estuvo abiertamente disponible, pero con
una eficacia discreta. Algunos estudios clinicos demostraron, a mediados de los
noventas, que el uso de una terapia combinada de dos NRTIs era mas potente
que el tratamiento simple con AZT, por lo que se hizo popular la prescripcion de
este medicamento en combinacion con ddl o ddC. Sin embargo, estos esquemas
terapéuticos implicaban un elevado numero de pildoras y repetidas tomas al dia
[17].

Con el tiempo, humerosos compuestos se desarrollaron para limitar la replicacion
del virus. De este modo surgieron nuevas familias de medicamentos: inhibidores
de transcriptasa inversa no analogos de nucleésidos (NNRTIs) e inhibidores de
proteasa (PIs). Los NNRTIs afectan directamente a la enzima RT disminuyendo su
afinidad por su sustrato, mientras que los NRTIs son pequefias moléculas que al
ser incorporadas en el ADN viral producen un paro prematuro en su sintesis; por
su parte los inhibidores de proteasa inhiben la actividad de la enzima evitando el

ensamblaje y maduracion de los viriones.

El establecimiento de una politerapia antirretroviral, que combina farmacos de
distintas familias y permite bloguear mas de un punto en la replicacion del virus,
marcO una nueva era en el manejo terapéutico de los pacientes. Este esquema se
populariz6 en 1996, denominandose Terapia Antirretroviral Altamente Activa
(TARAA).

El TARAA consiste en la combinacion de tres o cuatro farmacos, tipicamente 2
NRTIs y 1 NNRTI o 1 IP potenciado con ritonavir. La finalidad de este esquema es
disminuir la carga viral (CV) a niveles indetectables (<50 copias/ml) y permitir la
reconstitucion inmune. Son numerosas las ventajas que ha representado la
implementacion del TARAA, pues se ha reducido la complejidad del manejo

terapéutico al reducir las dosis diarias y se han controlado los efectos adversos.
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Actualmente existen combinaciones ampliamente usadas de antirretrovirales
(ARVs) que han demostrado ser efectivas para tatar la infeccion. Los NRTIs
usados con frecuencia son Lamivudina (3Tc), Zidovudina (AZT) y Tenofovir (TDF)
en combinacion con Efavirenz (EFV) o Nevirapina (NVP), estos ultimos
pertenecientes a la familia de los NNRTIs [18]. La eleccién del esquema esta
basada en la seguridad, potencia y tolerabilidad que cada combinacion represente

para el paciente; asi como de la accesibilidad y costo.

A pesar del gran avance en el desarrollo de ARVs que existe, el momento
adecuado para el inicio del tratamiento aun es controversial. Existen guias de
manejo terapéutico que indican que el momento 6ptimo es cuando el paciente

presenta una cuenta de células CD4+" entre 200 y 350 cel/pl [18-20].

1.3.2 TRATAMIENTO DE SEGUNDA LINEA Y ESQUEMAS DE RESCATE

Uno de los factores mas importantes para la efectividad de cualquier esquema
terapéutico es la adherencia al mismo por parte del paciente, una inadecuada
toma de medicamentos (limitada o inconstante) puede repercutir en el fracaso del

tratamiento.

Cuando se presenta falla viroldgica, definida en cualquiera de estas tres

situaciones:

a) CV > 400 copias/mL después de 6 meses de tratamiento
b) CV > 50 copias/mL después de 12 meses de tratamiento

c) Aumento repentino de la CV después haber alcanzado <50 copias/mL

O bien, una disminucién significativa de la cuenta de linfocitos T CD4+ (<100
cel/ul), se debe considerar un remplazo en alguno de los componentes del
esquema de medicacion o bien la sustitucion completa de la combinacion de ARVs
[15].

Normalmente se utilizan Inhibidores de Proteasa potenciados para restaurar la
supresion viral, en México la combinacion mas usada es Lopinavir/Ritonavir para

estos casos [20].
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Existen pacientes que no responden a una gama amplia de ARVs, por lo que
medicamentos mas potentes deben usarse para tratar de restaurar el sistema
inmunologico y mantener la viremia en niveles controlados. Algunas de las
alternativas que existen son NNRTIs o Pl de segunda generacion, o bien,
moléculas recientemente aprobadas cuyos blancos son novedosos, como el
inhibidor de fusién (Enfuvirtide), inhibidor de co-receptor CCR5 (Maraviroc) e

inhibidor de Integrasa (Raltegravir).

En México hay mas de 20 sustancias antirretrovirales incluidas en el Cuadro
Basico de Medicamentos, y entre ellas se encuentran las mencionadas para
esquemas de rescate. No obstante, su uso esta sujeto al criterio del médico que
debe contar con evidencia suficiente de multi resistencia para prescribirlos, pues

el alto costo de estas sustancias limita su disponibilidad [20, 21].

1.3.3 NUEVAS OPCIONES TERAPEUTICAS: INHIBIDORES DE INTEGRASA

Dada la importancia que tiene la infeccion por VIH, existe una enorme necesidad
de nuevas moléculas antirretrovirales que mejoren los esquemas de tratamiento
actuales, y permitan una reduccion de costos y efectos adversos. Muchos han sido
los blancos postulados para el desarrollo de nuevos farmacos, tal es el caso de los
principales co-receptores CCR5 y CXCR4, el dominio de dimerizacion de Proteasa

para inhibir su actividad, gp120 o la enzima Integrasa [22, 23].

No es de sorprender que IN sea objeto de diversos estudios, pues es un
componente esencial del ciclo replicativo del virus. Esta enzima tiene un peso
molecular de 32 kDa, compuesta por 288 amino acidos esta codificada en el
extremo 3’ de gen pol. Esta dividida estructuralmente en tres dominios, N-terminal
o NTD (aa. 1-50), dominio catalitico o CCD (aa. 51-212) y C-terminal o CTD (aa.
213-288). El primero de los dominios contiene un motivo de dedos de zinc que
participa en la oligomerizacion de la enzima para activarla. Dentro del CCD se
encuentran tres amino &cidos altamente conservados conocidos como triada
catalitica (D64, D116 y E152) o motivo DDE, un cambio en cualquiera de ellos
altera de forma significativa la actividad de la enzima, pues estos aminoacidos

participan en la quelacién de iones Mg®* que son cofactores enzimaticos; ademas
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estan presentes secuencias de union al PIC y a LEDGF/p75. Finalmente, el
extremo carboxilo tiene sitios de unién al ADN viral y celular, resultando importante

en las dos actividades principales de la enzima [12, 24-26].

Como se describié con anterioridad, el resultado de la accion de la RT es un
fragmento de ADN conocido como provirus. En el citoplasma, la IN se une a una
secuencia especifica en los LTRs de esta cadena y cataliza el corte de un
dinucledtido GT, dejando los nucledtidos CA complementarios libres, esta accién
es conocida como procesamiento 3’. Esta cadena procesada se une a diversas
proteinas virales conformando el complejo de pre-integracion (PIC) que llevara al
provirus hasta el nucleo, donde la cadena con extremos cohesivos es usada como
sustrato para la insercion covalente del ADN viral en el ADN celular, lo cual ocurre
de manera simultanea en ambos extremos. Este segundo paso se llama
transferencia de hebra [12, 25]. Una vez que se integra el genoma viral, hay
proteinas celulares encargadas de reparar el punto de corte, dejando una

secuencia de 5 pb flanqueando el sitio de insercion [26]. (Figura 1.11)

Por mas de una década se ha estudiado a IN para identificar puntos susceptibles
de ser inhibidos, concluyéndose que era mas facil bloquear a la enzima unida a
ADN que de forma libre. Diversos compuestos se han propuesto como inhibidores,
siendo el complejo ADN-IN el blanco 6ptimo. Dependiendo de la accién que se
buscaba inhibir, estos compuestos fueron divididos en Inhibidores de union a ADN
(INBls, Integrase ADN-Binding Inhibitors) e inhibidores de transferencia de hebra
(INSTIs, Integrase Strand Transfer Inhibitors).

El primero de los grupos fue estudiado por algunos afios obteniéndose resultados
preclinicos poco favorecedores. Fue asi que el estudio se centré en el desarrollo

de INSTIs, moléculas que demostraron actividad terapéutica.
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Figura 1.11. Representacion de la integracion del genoma viral. EL procesamiento 3’ ocurre en
el citoplasma, dejando extremos cohesivos en el provirus, el cual sera transportado al nucleo por
medio del PIC. Dentro del nlcleo se da la insercién del material viral (verde) en el ADN celular
(azul) y tras la reparacioén de los puntos de corte hay una secuencia de 5 pb flanqueando la cadena
recién incorporada. Los ARVs que bloquean la unién al ADN y evitan el procesamiento del provirus
se conocen como INBIs, mientras que aquellos farmacos que inhiben la insercion o transferencia
de hebra se conocen como INSTIs. Modificada de [26]

Los primeros compuestos que se sintetizaron de este grupo son derivados de
dicetoacidos, siendo Raltegravir (Isentress ®, MK-0518) de Merck and Co, el
anico aprobado para su uso clinico por la FDA hasta el momento. Este compuesto
se une al ADN desplazandolo ligeramente de su sitio de union a IN y
desestabilizando el complejo IN-ADN, ademas interactla con la triada catalitica y

los dos iones Mg®*" bloqueando asf la transferencia [26, 27]. (Figura 1.12)

Elvitegravir es una molécula en fase Ill que se agrupa dentro de los INSTIs. Este
compuesto pertenece a Gilead Sciences y parece ser una alternativa terapéutica.
Su mecanismo de accién es similar a Raltegravir, y su administracion podria ser
mas comoda para el paciente, pues es una sola toma al dia (125 mg), a diferencia
de MK-0518 que esta prescrito en dos tomas diarias de 400 mg [27, 28].

40



La aparicion de mutantes resistentes a cualquiera de estos medicamentos, aun sin
ser expuestos a ellos, exige el desarrollo de nuevos compuestos. Existen algunas
moléculas prometedores como GSK-1349572 o GSK-1265744 que estan siendo

probados en fase Il y I/lla respectivamente [26].

Muy recientemente se ha promovido el desarrollo de una nueva generacion de
INBIs, principalmente del tipo estirilquinolonas; estos compuestos han despertado
el interés de algunos investigadores, pues in vitro han mostrado inhibir
efectivamente el procesamiento 3’ del provirus [12]. Entre algunos otros, estos

compuestos conforman la segunda generacién de inhibidores de Integrasa.
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Figura 1.12 Estructuras quimicas de inhibidores de Integrasa de primera generacion.
Raltegravir aprobado por la FDA en el 2007 para su uso clinico y Elvitegravir en fase Ill. Tomada
e [12]

1.4 RESISTENCIA FARMACOLOGICA A ANTIRRETROVIRALES

1.4.1 DESARROLLO DE RESISTENCIA

En cada evento de replicacion del ARN viral se comete al menos un error, y se
estima que en una persona se pueden generar mil millones de virus nuevos cada
dia [17], por lo que el surgimiento de diversas mutaciones es una consecuencia
esperada de estas altas tasas de replicacion y el inherente error de la transcripcion
reversa mediada por una enzima (RT) poco fiel. Ademas, es una estrategia del
virus para evadir la presion ejercida por la respuesta inmune (presion interna) o

por la exposicidn a medicamentos (presion externa).
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Los cambios generados durante la transcripcion pueden o no tener un impacto
fenotipico, pero es un hecho que se generan numerosas variantes o cuasiespecies
virales en cada ciclo de replicacion. La cuasiespecie dominante esta determinada

por fendmenos de presion selectiva diversos.

La resistencia farmacologica esta definida como la replicacion viral activa en
presencia de uno o mas medicamentos [20], y es un fendmeno que tiene un
origen genotipico, es decir, un cambio especifico en el ARN del virus confiere esta
ventaja, a estos cambios se les denomina “mutaciones de resistencia”. Estas
mutaciones, pueden también modificar la capacidad de replicacién del virus,
reduciendo su tasa de crecimiento, estos acontecimientos promueven la aparicion

de mutaciones compensatorias o la desaparicion de determinada variante viral.

Las mutaciones cuya simple presencia disminuye la suceptibilidad del virus a
cierto medicamento son denominadas mutaciones mayores. Mientras que las
mutaciones menores 0 compensatorias son normalmente responsables de
aumentar la capacidad replicativa perdida por el cambio principal y, en ocasiones,

favorecer el fendmeno de resistencia cruzada del virus [20].

La aparicidbn de mutaciones de resistencia se da en condiciones suboptimas de
tratamiento, a este tipo de resistencia se le conoce como resistencia secundaria o
tradicional [17]. La causa primordial de este fendmeno es una adherencia pobre

del paciente a las indicaciones terapéuticas del médico.

El aumento en la frecuencia de uso de ARV, también aumenta la posibilidad de
transmision de virus resistentes. Una persona infectada por alguno de estos virus
podria ser resistente a cierto medicamento, aun sin haber sido expuesto nunca a
él. A este tipo de resistencia se le denomina primaria o resistencia transmitida
[17].
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Las mutaciones de resistencia son especificas para cada medicamento existente,
pero un solo cambio puede dar resistencia a un solo ARV o a varios de forma

simultanea, haciendo heterogénea la repercusion de cada cambio registrado.

Es importante hacer mencién del concepto de “barrera genética”, que es el
namero de mutaciones necesarias para generar resistencia hacia un medicamento
y la rapidez con que estas aparecen. Cada ARV tiene una diferente barrera
genética, i.e medicamentos con una baja barrera requieren de la aparicion de una
sola mutacion para perder efectividad, mientras que otros con una alta barrera
genética requieren la acumulacién de tres o mas cambios en el mismo genoma

viral.

1.4.2 RESISTENCIA A FARMACOS DE PRIMERA LINEA
El primer caso de resistencia a ARV se reportd dentro de los dos afios posteriores
a la aprobacioén para uso clinico de AZT, y es un fendmeno recurrente para todos

los medicamentos.

En el caso de los NRTIs se han clasificado a las mutaciones en dos grandes
grupos, el primero de ellos incluye cambios que impiden la incorporacion del
“‘primer” de ADN para iniciar la transcripcion (mutaciones discriminatorias) y
aguellas analogas de timidina (TAMs), éstas Ultimas son seleccionadas
Unicamente por AZT y Estavudina (d4T) pero su acumulacion tienen repercusion
en la susceptibilidad ante otros ARVS.

La mutacion mas comun relacionada con resistencia a NRTIs es M184V, que tiene
un impacto importante en la susceptibilidad a 3TC y FTC y menor para ABC y ddl.
La aparicion de esta mutacion no es motivo de suspension de prescripcion de
NRTIs, ya que existen ARVs que presentan mayor efectividad cuando este cambio
aparece en el genoma viral (Figura 1.13). La variante M184l se ha observado
como una mutacion previa a M184V. En el caso de las TAMs, se dividen en dos
subgrupos, el primero de ellos que comprende M41L, L210W y Y215Y cuya
presencia se asocia con resistencia cruzada; y el tipo Il (67N,70R, T215F y
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K219QE) que tienen diferentes efectos en la susceptibilidad a NRTIs. Cualquiera
que sea la categoria, la prevalencia de TAMs se ha reducido por el uso poco
frecuente de ZDV y d4T.

Hay dos codones en RT relevantes relacionados con el desarrollo de
multirresistencia. La posicion 69 puede presentar una insercidbn que tiene alto
impacto en la susceptibilidad del virus a diversos medicamentos, mientras que en
la posicion 151 la mutacion Q—>M es importante. Se han encontrado dos patrones
que determinan la resistencia a multiples farmacos, (i) Multiples TAMs + T69ins +
M184Vy (ii) Q151M + K65R + M184V [29, 30] (Figura 1.13).

Es menor la cantidad de NNRTIs que se han desarrollado, sin embargo existen
mutaciones importantes relacionadas con resistencia. Los cambios en la posicion
138 son los mas comunes, especificamente la mutacién E138K tiene alta
prevalencia. Las mutaciones que aparecen primero en pacientes resistentes a
NNRTIs surgen en las posiciones 103, 106, 181, 188, y 190, seguidas de los
cambios L100I y K101EP [29, 30] (Figura 1.14).

Finalmente, en el caso de los Pls se han encontrado doce posiciones con
mutaciones de alto impacto en la susceptibilidad a diversos medicamentos, las
posiciones 76, 88, y 90 han mostrado mutaciones que intervienen de forma
indirecta con la disminucién de la eficacia de Pls, mientras que los cambios en los
codones 30, 32, 46, 47, 48, 50, 54, 82, y 84 modifican directamente la respuesta
ante un ARV, pues son sitios localizados en el punto de union de la enzima y su
sustrato (Figura 1.15). Esta clase de medicamentos se administran de forma
conjunta con Ritonavir para mayor eficacia.Se han descrito ademas, mutaciones
accesorias como L10IVF, V111, K20TVI, L23I, L24IF, L33F, K43T, F53L, Q58E,
A71VTIL, G73STCA, T74PS, N83D, vy L89V que exacerban el efecto de una
mutacion primaria. Y K20R, M36l, 162V, L63P, V771, and I193L que compensan

defectos en el fithess viral.
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Figura 1.13 Mutaciones mayores de resistencia a NRTIs. Se muestran los cambios relacionados
con niveles importantes de resistencia a cada uno de los farmacos indicados. Ademas, se ha
observado que la multi resistencia se establece mediante dos vias la primera de ellas una insercion
en el codén 69 y la segunda por la mutacién Q151M. Las mutaciones conocidas como TAMs
afectan la susceptibilidad ante todos los NNRTIs aprobados actualmente. Tomada de [31].
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Figura 1.14. Mutaciones de resistencia a NNRTIs. La posicién 138 es la mas polimérfica, y se
han identificado tres cambios que confieren alto nivel de resistencia, siendo E138K el mas
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frecuente. Los cambios mostrados en la figura son aquellos que tiene el mayor impacto clinico
sobre el NNRTI correspondiente. Tomada de [31].
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Figura 1.1.5. Mutaciones mayores de resistencia a Pls. Se muestran los cambios que confieren
altos niveles de resistencia al inhibidor de proteasa correspondiente, ya sea por inhibicion directa
de la enzima o por una inhibicién alostérica. Tomada de [31]

1.4.3 RESISTENCIA TRANSMITIDA A ARVs (TDR)

El TARAA ha cambiado radicalmente el desenlace clinico de la infeccion por VIH.
En los udltimos 5 a 10 afios, la mayoria de los gobiernos de los paises
latinoamericanos y del Caribe, han hecho esfuerzos por implementar programas
de acceso al TAR a todos los que lo requieren. Debido a que esta estrategia
representa una ventaja en el aspecto costo-beneficio, ademas de ser la mas
visible de entre las respuestas de los gobiernos hacia la epidemia, el acceso
universal al tratamiento ARV se ha convertido en la meta prioritaria de la mayoria

de los paises de la region, descuidandose puntos como el acceso universal a la
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atenciéon médica, la implementacion de programas de prevencion y el monitoreo

de laboratorio de los pacientes en tratamiento [32].

En paises donde se ha logrado la universalidad del TAR, se ha registrado una
notable disminucion en la morbilidad y la mortalidad asociadas al virus. Sin
embargo, también ha llevado a la transmision de variantes con susceptibilidad
reducida a farmacos ARV. Se han registrado casos de infeccion con VIH resistente
a uno o mas farmacos ARV por cada una de las vias de transmision conocidas

para el virus [33].

La transmision de variantes resistentes es preocupante pues contribuye a la
reduccion de la eficacia de los regimenes de tratamiento al no lograrse supresion
completa de la replicacion viral Esta supresién incompleta puede causar a su vez
el desarrollo de resistencia mas amplia, comprometiendo regimenes terapéuticos

subsecuentes [34].

Estudios epidemiologicos permiten estimar la proporcion de pacientes infectados
con VIH que presentan alguna variante resistente a ARVs antes de ser expuestos
a ellos o durante su manejo farmacolégico. Gracias a estos estudios se ha
observado que la frecuencia de estas mutaciones de resistencia transmitida es
relativamente alta en paises desarrollados, muchas veces con tendencias de
aumento. Por el contrario, en paises en vias de desarrollo, en los que la terapia
antirretroviral se introdujo posteriormente, las frecuencias de resistencia
transmitida tienden a ser menores; sin embargo, es caracteristica la escasez de

informacion sobre este tema [35].

Asi, vigilar la presencia de mutaciones de resistencia en virus aislados de
pacientes sin exposicion previa a farmacos ARV es una preocupacion importante
para el manejo de la infeccidbn por VIH tanto a nivel individual como a nivel

poblacional.
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1.4.4 PANORAMA DE RESISTENCIA TRANSMITIDA.

Un estudio reciente en Meéxico (1655 pacientes) ha permitido estimar una
resistencia poblacional de 7.4%, siendo los NRTIs los medicamentos hacia los que
se disminuye la susceptibilidad con mayor frecuencia (4.2% de los pacientes
incluidos). Los principales mecanismos por los que se ha detectado que surgen
virus resistentes a NRTIs son TAMs (M41L, L210W y T215F/Y) cuyo efecto es
acumulativo y causan resistencia cruzada. La resistencia a NNRTIs deriva del
desarrollo de mutaciones como K101QE, K103R Y V179D. Ademas, estan
presentes dos mutaciones importantes aunque de baja frecuencia, M184V para
NRTIs y K103N para NNRTIs. En el caso de los IP, existen mutaciones primarias
particulares para cada uno de ellos, con algunas excepciones como aquellas en
las posiciones 46, 82, 84 y 90 que son comunes a todos los IP de primera
generacion. L90M parece ser altamente prevalente en nuestra poblacion, seguida
de M46I [36].

Estudios en otras poblaciones muestran comportamientos dispares al observado
en pacientes mexicanos. En Japon, un estudio de 2573 pacientes diagnosticados
entre 2003 y 2008 estimo resistencia mayoritaria a NRTIs (3.7 - 5.9%) resultado de
los cambios M184V/l y revertantes de T215. A Inhibidores de Proteasa la
resistencia fue del 2.5%, mediada por M46l/L y finalmente muy pocos individuos
registraron resistencia a NNRTIs (0.8%), la mayoria por K103N [37]. Por otro lado,
Wheeler y cols. estudiaron a 1997 pacientes estadounidenses, de los cuales el
14.6% presento mutaciones asociadas a resistencia, 7.8% de ellos tuvieron un
genotipo resistente a NNRTIs, 5.6% a NRTIs y 4.5% a Pls. Las mutaciones mas
prevalentes fueron K103N, M41L y L90OM para NNRTIs, NRTIs y Pis

respectivamente [38].

Los estudios mencionados hacen evidente la disparidad en los patrones de
resistencia a diferentes ARVs entre poblaciones. Este fendmeno se ve altamente
favorecido por las politicas de uso de los farmacos ARV, de las caracteristicas del
manejo de la infeccidén por VIH, incluyendo el seguimiento clinico de los pacientes

bajo tratamiento, los programas de educacidon de médicos y pacientes y la
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promocion de adherencia al tratamiento que es variable de pais a pais. Sin
embargo, la influencia de caracteristicas inmuno-genéticas propias del grupo

étnico y/o ubicacion geogréafica no puede ser descartada.

1.4.5 RESISTENCIA A INHIBIDORES DE INTEGRASA

A pesar del uso limitado de Raltegravir y la aiun carente practica clinica con
Elvitegravir, ya se han encontrado poco mas de 47 mutaciones relacionadas en
cierto grado con resistencia a estos farmacos. Las once posiciones donde se
presentan cambios asociados al menos a resistencia de bajo nivel, es decir, donde
la reduccion de la susceptibilidad del virus a INSTIs es inminente, se muestran en
la figura 1.13.

Para el primero de los inhibidores de IN se han descrito tres vias mutacionales
principales: Q148R/H/K, N155H y Y143R/C/H [24, 26, 30, 39-41]. La presencia de
estos cambios en el genoma viral genera una notable disminucion en la
susceptibilidad a los medicamentos, no obstante, es evidente una reduccion en el

fithess.

Cada una de estas mutaciones ha sido asociada a cambios secundarios que
exacerban el fenotipo resistente del virus o compensan la reduccion en la
capacidad replicativa viral que el cambio primario representa. N155H se ha
asociado tipicamente con E92Q, aunque esta Ultima mutacion puede estar
presente también de manera independiente disminuyendo la susceptibilidad a
RAL. Por su parte, Q148R/H/K se encuentra comunmente acompafiada de
G140S/A o E138K [39-43].

La presencia de cualquiera de estos cambios tiene un efecto importante en la
susceptibilidad del virus ante ambos INSTIs, sin embargo, tres de estas
mutaciones son las principales vias de generacion de resistencia: Y143R/H/C,
Q148K/R/H y N155H/S. Cualquiera de estos cambios aumenta significativamente
la persistencia de la replicacion viral aun en ambientes saturados de
medicamento; sin embargo, la taza de multiplicacion se reduce de manera

importante.
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Figura 1.13. Mutaciones mayores de resistencia a Inhibidores de Integrasa. Se han reportado
11 mutaciones que confieren al virus que porta cualquiera de ellas al menos un nivel de baja
resistencia ante cualquiera de los dos inhibidores de Integrasa. Todas estan localizadas en el
dominio catalitico de la enzima; las mutaciones en las posiciones 143, 148 y 155, sefialadas con
flechas rojas, confieren un alto nivel de resistencia y tienen un impacto directo en el fitness viral.
Mutaciones en las posiciones 92, 138 y 157, flechas verdes, han cobrado importancia por el efecto
simple de su aparicién y por su asociacién con mutaciones mayores que exacerban el efecto
fenotipico resistente. Tomado de [44]

Algunos estudios sugieren un patron “evolutivo” entre las tres vias: se ha
observado que pacientes con falla virolégica temprana portadores de N155H
tienden a presentar un “switch” en la poblacion viral resistente hacia un genotipo
Q148R/H. Estudios adicionales han mostrado también una evolucion de N155H a

Y143R en sujetos con supresion viroldgica incompleta [26, 40, 45-47].

Dado el costo que tiene la aparicion de estos cambios sobre la replicacion viral, se
ha estudiado una tendencia contundente a la aparicion de mutaciones
compensatorias, es decir, cambios que permiten al virus recuperar e incluso
mejorar su fitness [40, 44, 48, 49]. Las asociaciones, 0 patrones mutacionales

reportados hasta ahora son:

Y143R/H/C + T97A N155H/S + E92Q
Q148 K/R/H + G140S/A + L74M
+ E138K + G163R
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Cabe destacar que las mutaciones E92Q y E138K pueden aparecer también de

manera independiente, confiriendo resistencia de intermedia a baja.

En el caso de la primera asociacion se ha observado que la replicacién viral llega
a incrementarse hasta 140%, el perfil de N155 aumenta un 63% y cualquiera de
las asociaciones de Q148 permite la recuperacion del fithess a un nivel basal, i.e.

al del virus antes de cualquier cambio.

Adicionalmente, para EVG se han identificado los cambios T661 y S147G como
mutaciones relevantes para el desarrollo de resistencia [24, 26, 41, 42]. Para este
compuesto no se han identificado combinaciones que modifiquen el fenotipo de

resistencia.

Numerosas mutaciones secundarias y polimorfismos naturales asociados a
resistencia ante RAL Y EVG se han descrito, entre ellos: H51Y, T66A/K, Q95K/R,
S119R/G, E138K, S153Y K160N, G163K/R, S230R/N y V72l, L74M/l, T97A/S,
V1511, M154I/L, E157Q, V165I, V201I, 1203M, T206S, respectivamente [24, 26, 30,
41, 42, 50].

A pesar del conocimiento que se ha desarrollado sobre la generacion de virus
resistentes, la frecuencia de virus resistentes en poblaciones no expuestas a estos
ARV es muy baja, numerosos ensayos clinicos [49] y estudios epidemioldgicos en
USAJ[40, 42], Italia [41, 50], Francia [43] y Alemania [48] han demostrado que las
mutaciones de resistencia mayor para RAL se encuentran en prevalencias < 1%y
para EVG en un maximo de 0.8% de los pacientes estudiados. En el caso de los
polimorfismos, los de mayor apariciéon en varias de estas poblaciones son V72I,
V201l y T206S.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El fendbmeno de resistencia transmitida a ARVs es preocupante por comprometer
la efectividad del tratamiento antirretroviral de primera linea, y obliga a los
sistemas de salud a una optimizacion constante de los esquemas de manejo
terapéutico. El desarrollo de nuevas moléculas, como los inhibidores de Integrasa,
ha representado una alternativa para aquellos pacientes con falla viroldgica
temprana y/o multi resistencia. A pesar de ello, la aparicion de virus resistentes a
Raltegravir y Elvitegravir ha forzado el desarrollo de moléculas de segunda

generacion con el mismo blanco terapéutico, aun en fases tempranas de prueba.

Vigilar la presencia de mutaciones de resistencia en virus aislados de pacientes
sin exposicién previa a farmacos ARV es una medida importante para el manejo
de la infeccién por VIH tanto a nivel individual como a nivel poblacional. La
informacion recolectada a través de pruebas de resistencia a farmacos ARV ayuda
a informar y, en su caso mejorar con bases moleculares sdlidas, las guias de
tratamiento ARV aplicables a nivel regional; asi como a identificar deficiencias
potenciales en estrategias de prevencidén y seguimiento clinico de los individuos

infectados.

El conocimiento sobre resistencia en virus circulantes en individuos no expuestos
a ARVs también ayuda al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas y respalda
a las guias de tratamiento que recomiendan la realizacion de pruebas de
resistencia antes del inicio del TAR para una mejor eleccion de los regimenes de

primera linea.

Asimismo, la transmision de virus resistentes podria indicar que algunos individuos
continlan teniendo conductas de riesgo para la transmision del virus aun
conociendo su estatus de seropositividad, lo cual tendria implicaciones en los

esfuerzos de prevencion centrados en estrategias conductuales y TAR.
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El establecimiento de un sistema de vigilancia de farmacorresistencia en el virus
circulante en nuestra poblacién podria ayudar a identificar estas fallas potenciales
y proveer oportunidades para mejorar los programas de prevencion. Aunque existe
informacion previa sobre la prevalencia y tendencias de la TDR hacia NRTIs,
NNRTIs y Pls en México, la frecuencia y posibles patrones mutacionales de la
resistencia a farmacos inhibidores de Integrasa es desconocida en el pais. Es por
ello que nuestro grupo de investigacion se dio a la tarea de generar una
estadistica sobre la frecuencia y patrones de estas mutaciones de resistencia en la

poblacion mexicana.
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3. HIPOTESIS

Dado el uso reciente y altamente restringido de los inhibidores de Integrasa en
México, se espera que la frecuencia de mutaciones asociadas a resistencia a esta
familia de farmacos antirretrovirales en virus circulantes en nuestro pais sea
menor del 2%, correlacionando con los reportes que respaldan la baja incidencia

de resistencia a INSTIs en diversas poblaciones.

En caso de que se identifiguen mutaciones de resistencia, y considerando que la
presion selectiva farmacologica no esta presente, deberd estudiarse la influencia
de otras presiones selectivas como factores inmunes del hospedero,
caracteristicas evolutivas del virus o fenbmenos geogréficos en la aparicién de

dichos cambios.
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4. OBJETIVOS

General

Determinar la frecuencia de mutaciones asociadas a resistencia a
inhibidores de Integrasa (RAL y EVG) en VIH circulante entre la poblacién

mexicana.

Particulares

Purificar el ARN del VIH libre en plasma en una cohorte de individuos
mexicanos infectados provenientes de diversas regiones de la Republica
Mexicana, sin previa exposicion a farmacos ARV.

Amplificar mediante PCR anidada el gen de la IN de los virus de cada uno
de los individuos participantes. Y obtener la secuencia codificante de la
enzima.

Identificar mutaciones primarias y secundarias asociadas a resistencia a
inhibidores de Integrasa (INSTIs) en los pacientes analizados y determinar
su frecuencia.

Identificar los polimorfismos de IN mas prevalentes en la poblacién
mexicana.

Asociar, en caso de existir, las mutaciones o polimorfismos con fenébmenos
de presion selectiva inmune y geogréfica de la cohorte.

Analizar la relacion filogenética de los virus estudiados.
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5. TECNICA

5.1 SELECCION DE PACIENTES

Se seleccionaron de manera aleatoria 100 muestras de plasma de pacientes de la
Cohorte de Epidemiologia Molecular y Evolucién del VIH en México del Centro de
Investigacion en Enfermedades Infecciosas (CIENI) del Instituto Nacional de

Enfermedades Respiratorias (INER).

Los criterios de inclusion para los pacientes participantes fueron tener infeccion
documentada por VIH y ser virgenes a Tratamiento Antirretroviral, incluyendo

cualquier familia de farmacos.

El reclutamiento de pacientes para la cohorte de Epidemiologia se realiz6 de 2005
a 2010, con la participacion de clinicas de VIH y centros de salud en 12 estados
de la Republica. Cada paciente don6é una muestra Unica de sangre a partir de la
cual se realizaron los estudios rutinarios de determinacion de carga viral
plasmética y conteo de linfocitos T CD4+. Todas las muestras sanguineas fueron
enviadas a y procesadas en el CIENI del INER. Todos los pacientes participantes
otorgaron consentimiento escrito para la donacién de muestras sanguineas y el
protocolo de investigacion fue evaluado y aprobado por el Comité de Ciencia y
Bioética del INER.

5.2 EXTRACCION DE ARN

A partir de cada una de las muestras de plasma se realiz6 la extraccion de ARN
viral con los reactivos de QlAamp Viral RNA Mini kit (QIAGEN, Valencia CA), de
acuerdo a las especificaciones del fabricante. Brevemente, para esta técnica se
centrifugaron alicuotas de 1 mL de plasma, para concentrar al virus. Mediante el
uso de una solucion de lisis altamente desnaturalizante de tiocianato de guanidina
se realizo la lisis viral y la liberacién del ARN. Posteriormente se colocé la muestra
en una columna de silice permitiendo la union del &cido nucléico viral a la

membrana de la columna; ésta se lavo en dos ocasiones con distintas soluciones
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amortiguadoras para eliminar contaminantes y finalmente, se eluyé el ARN puro

con una solucién de baja fuerza iénica.

5.3 AMPLIFICACION

Se utilizo la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) anidada para
amplificar un fragmento de 2428 pb del gen pol, que comprendia una porcion de la
enzima Transcriptasa Inversa (RT) incluido el dominio ARNasa H vy la enzima
Integrasa completa.

Esta técnica supone dos rondas de amplificacion: Para la primera de ellas
(amplificacion  externa) se usé como  “primer sentido” MW1 -
CCACAGGGATGGAAAGGATCACC (Posiciones 2997 a 3019 en virus de
referencia HXB2) y como  “primer antisentido® MWZ2rev @ -
CTGGGGCTTGTTCCATCTATCCTCT (5550 a 5574). Para la amplificacion interna
fueron usados los primers MW3 - TATGTAGGATCTGACTTAGAAATAGGG (3111
a 3137) y MW4rev - TAACACTAGGCAAAGGTGGCTT (5518 a 5539).

Los reactivos utilizados para esta técnica fueron One Step RT-PCR Kit (QIAGEN,
Valencia CA) y SuperScript® Il One-Step RT-PCR System with Platinum® Taq
ADN Polymerase (INVITROGEN, Carlsbad CA) para la primera y segunda ronda

de amplificacion, respectivamente.

La preparacion para ambas rondas de amplificacion se realiz6 con las siguientes

concentraciones de cada reactivo:

¢ Ronda de amplificacién externa

s HO 11.5 uL
s Buffer 5X QIAGEN RT-PCR 5 ulL
o dNTP (10 mM) 1 L
- Primer sentido (20 uM) (MW1) 0.75 uL
o Primer antisentido (20 uM) (MW2rev) 0.75 uL
o Enzima RT/Taq 1ul
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» Ronda de amplificacion interna:

@ H,0 18 ul
o Buffer 10X 2.5 uL
s MgCl, (50 mM) 0.75 uL
o dNTP (10 mM) 0.5 uL
o Primer sentido (20 uM) (MW 3) 0.25 uL
o Primer antisentido (20 uM) (Mw4rev) 0.25 uL
s Enzima 0.25 puL

El protocolo de la primera amplificacion inicié con 30 min a 45° Cy 15 min a 95°C,
seguido de 35 ciclos de 10s a 94°C, 30 s a 50°C y 2.5 min a 68°C; finalmente, 10
min a 68°. Para la segunda ronda, el inici6 de la reaccion fue de 2 min a 94°C,
posteriormente 35 ciclos de 30 s a 94°C, 30 sec a 55°C, 2.5 min a 72°C y la
elongacion final fue de 5 min a 72°C.

5.4 ELECTROFORESIS Y PURIFICACION

Para comprobar la amplificacion del fragmento deseado, se utiliz6 una
electroforesis en gel de Agarosa al 1%. Se purificaron aquellos amplicones que
mostraron una banda ligeramente por arriba de las 2000 pb (Figura 5.1), usando
el material de QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN, Valencia CA), de acuerdo a
las especificaciones del fabricante. Brevemente, el kit estd compuesto de
columnas con una membrana de silice que permite la adsorcion del ADN en
presencia de una solucion saturada de sales y un pH cercano a 7.5. Una vez
lavada la membrana para eliminar contaminantes de la PCR como primers,
enzima o nucleotidos no incorporados, se eluyé el ADN en condiciones de poca

saturacién de sales y un pH alcalino (8.5) con una solucion de Tris.
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Figura 5.1.Ejemplo de un gel de Agarosa obtenido durante el estudio. Los fragmentos
considerados positivos fueron aquellos que aparecian ligeramente por arriba de 2000 pb, en cada
gel se utilizd un control negativo.

5.5 SECUENCIACION

El producto purificado fue sometido a secuenciacion automatica, basada en la
técnica Sanger. Este procedimiento permite la generacion de fragmentos de ADN
de distintas longitudes tomando como molde una cadena sencilla de ADN de
interés. Los fragmentos se van formando por la unién de desoxinucleotidos
(dNTPs) mediante un enlace fosfodiester entre el extremo 3’-OH de uno y el
extremo 5-P de otro. A la reaccion también se afiade una cantidad minima de
dideoxinucleotidos (ddNTP) que estdn marcados con un fluorocromo y carecen
del grupo OH; de este modo, los ddNTPs limitan la elongacion de la cadena y van
dejando una marca en el extremo de cada fragmento. El equipo automatizado
hace pasar los fragmentos por un capilar en orden creciente de tamafio
(electroforesis capilar) y hace incidir un laser sobre cada fragmento, de esta
manera, va registrando el nucleétido del extremo de cada cadena y formando la

secuencia del fragmento original de interés.

Para este procedimiento se usaron ocho primers que aseguraban obtener al
menos dos secuencias a lo largo de toda la region de interés. Los primers sentido
usados fueron MW3 (3111 a 3137), AV59 (3545 a 3562), INPCRA (4176 a 4196),
INSEQS3 (4473 a 4494), INSEQ4 (4738 a 4757); mientras que los antisentido se
identificaron como INSEQlrev (4727 a 4748), INPCRBrev (5120 a 5139) y

MWd4rev (5518 a 5539). Las reacciones de secuenciacién de realizaron
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empleando la quimica BigDye terminator v. 3.1 (Applied Biosystems, Carlsbad

CA) en las siguientes proporciones:
Big Dye v3.1 4 uL
Oil Buffer 5X 2 uL
Primer (2uM) 2uL

DNA (Diluido 1:5) 2 uL

El protocolo de la PCR de secuenciacion inicid con 1 min a 96°C, y posteriormente
25 ciclos de 10 s a 96°C, 5 s a 50°C y finalmente 4 min a 60°C.

Se utilizd el secuenciador capilar automatico Hitachi 3730xI ADN Analyzer
(Applied Biosystems, Carlsbad CA) para obtener el arreglo de bases mediante la
técnica antes descrita. Una vez obtenidas las secuencias, éstas se ensamblaron
usando el software Geneious 5.3.4 para obtener una sola secuencia consenso
para cada paciente participante, que fue editada para analizar Unicamente la

region correspondiente a Integrasa (864 pb), de interés en el presente estudio.

5.6 SUBTIPIFICACION
Las secuencias de los pacientes participantes se introdujeron al programa REGA
de la Base de Datos de Resistencia de VIH de la Universidad de Stanford,

disponible en linea (http://hivdb.stanford.edu/), para obtener el subtipo viral al que

correspondian. Para la subtipificacion, el programa comparé la secuencia
problema con secuencias consenso de 10 subtipos de VIH (A-K) y algunas formas

recombinantes hasta encontrar la de mayor coindicencia.

Aquellas secuencias que coincidieron con mas de un subtipo viral, se sometieron a
un andlisis de recombinacion con la herramienta RIP disponible en la Base de

datos de Los Alamos (http://www.hiv.lanl.qov). Esta aplicacibn compara la

secuencia del virus del paciente con las secuencias consenso de los subtipos Al,
A2, B, C, D, F1, F2, G, H, J, Ky CRFO01, graficando el porcentaje de similitud entre

cada secuencia consenso Y la secuencia problema, para cada nucleétido. La
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confianza de los resultados de esta aplicacion esta basada en el uso de

algoritmos informéticos como el calculo de la distancia de Hamming.

5.7 ANALISIS DE MUTACIONES DE RESISTENCIA
Se utilizo el programa HIVdb de la Base de Datos de Resistencia de VIH de la

Universidad de Stanford (http://hivdb.stanford.edu/) para determinar la presencia

de mutaciones asociadas a resistencia en las secuencias virales del gen de la
Integrasa bajo estudio. Se buscaron mutaciones relacionadas con resistencia ante

los dos principales farmacos Inhibidores de Integrasa, RAL y EVG.

Las mutaciones fueron clasificadas por el software como i) Mutaciones Mayores,
(Cuya presencia individual esta relacionadas con resistencia in vivo o in vitro), ii)
Mutaciones Menores (Requieren asociarse entre ellas o con una mutacién mayor
para conferir resistencia) y iii) Otras mutaciones (En este rubro se dividieron los
polimorfismos en aquellos cambios no relacionados con resistencia o propios de
otros subtipos virales y polimorfismos que han sido encontrados en pacientes con
falla a RAL aunque no alteran la susceptibilidad del virus al medicamento, estos

podrian estar asociados a resistencia).

Para la interpretacion de la resistencia genotipica, el algoritmo de la Base de
Resistencia de VIH de la Universidad de Stanford asigna a cada mutacién un
puntaje para cada farmaco antirretroviral de interés basado en reportes de
estudios in vitro con virus mutantes. En caso de presentarse mas de una mutacién
asociado a resistencia, los puntajes de cada una se suman para dar un puntaje
final. Los puntajes se interpretaron de la siguiente manera: 0-9: susceptible; 10-14
resistencia potencial de bajo nivel; 15-29: nivel bajo de resistencia; 30-59: nivel
intermedio de resistencia; 60 o mas: nivel alto de resistencia. Todas las muestras
fueron analizadas con la dltima actualizacién disponible del algoritmo de Stanford
(Version 6.0.11).

5.8 PREDICCION DE RESISTENCIA FENOTIPICA

Para corroborar el efecto fenotipico de los cambios hallados en el genoma viral, se

sometieron las secuencias a un analisis con el programa Geno2Pheno disponible
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en linea (http://www.geno2pheno.org/). El programa posee una base de datos que

correlaciona los reportes de mutaciones asociadas a resistencia y la evidencia de
resistencia fenotipica de cada cambio, de este modo, analiza una secuencia
problema y predice un nivel de resistencia fenotipica para los cambios importantes

encontrados.

Los resultados arrojados por esta aplicacion fueron comparados con la estimacion
de resistencia obtenida a partir del andlisis realizado con la Base de Datos de la
Universidad de Stanford. Las equivalencias en los resultados entre ambos

programas son.

Geno2Pheno HIVdb, Universidad de Stanford
Susceptible > Susceptible
Susceptibilidad reducida -> Bajo nivel e intermedia
Resistente > Alto nivel

5.9 ANALISIS FILOGENETICO

Con la ayuda del programa ClustalW del software Mega 5 [51] se realizé el
alineamiento de las secuencias virales previamente obtenidas y se construyd un
arbol filogenético para el analisis evolutivo, afiadiendo las secuencias consenso
del subtipo B y subtipo C obtenidas de la Base de datos de VIH de Los Alamos

(http://www.hiv.lanl.gov). Para la construccion del arbol se utilizé el método

Neighbor-Joining [52], calculando las distancias evolutivas con el modelo de dos
pardmetros de Kimura [53]. La significancia fue determinada mediante 1000

réplicas de bootstrap.

5.10 ANALISIS DE PRESION SELECTIVA POR MODELO DE CODONES.

Usando el servidor Data Monkey (www.datamonkey.orq) se sometio el

alineamiento obtenido a un andlisis de presion selectiva por determinacion de
razon de sustituciones sindnimas (dS) y no sindnimas (dN), utilizando el método

SLAC (Single-Likelihood Ancestor Counting); el cual estd basado en la
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construccion de secuencias ancestrales sitio por sitio, utilizando métodos de
méxima verosimilitud (maximum likelihood, ML), hasta obtener la de mayor
congruencia, estimando valores de variacion asociados a cada posicion. Mediante
el uso de esta herramienta se obtuvo una lista de posiciones en Integrasa donde la
razén de sustituciones no sindnimas fue significativamente mayor a la de
sustituciones sindénimas (dN>dS) (p<0.05), lo cual indica la influencia de algun

fendmeno de presion selectiva.

5.11 ANALISIS DE PRESION SELECTIVA MEDIADA POR HLA.
Se utiliz6 la Base de Datos de Inmunologia de los Alamos

(http://www.hiv.lanl.gov/content/immunology) para analizar el papel del sistema del

Antigeno Leucocitario Humano (HLA) (quien define y restringe la respuesta de
linfocitos T citotoxicos, CTL, CD8+) en la posible seleccidbn de mutaciones con
impacto en la susceptibilidad a farmacos inhibidores de Integrasa en VIH
circulante en México. Para ello, se localizé6 en un mapa de epitopos (Figura 5.2) la
posicion de la proteina Integrasa en la que se presentdé una mutacion de
relevancia clinica, buscando posibles alelos HLA que pudieran ejercer presion
selectiva sobre dicha posicion de acuerdo a epitopos previamente comprobados
experimentalmente. Utilizando datos obtenidos previamente de la Base de Datos
de Epidemiologia Molecular y Evolucion del CIENI, se busco una correlacion entre

dicha informacién y el haplotipo HLA de cada paciente estudiado.
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Figura 5.2. Mapa de epitopos de linfocitos T citotéxicos en la enzima Integrasa de VIH. Se
muestran los aminoacidos de la posicion 51 a 100 de la proteina Integrasa. Las flechas delimitan el
epitopo correspondiente a distintos alelos HLA, los cuales se muestran por encima de la linea.
Todos los epitopos mostrados han sido previamente comprobados experimentalmente.
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6. RESULTADOS

6.1 CARACTERISTICAS DE LA COHORTE

Para este estudio se utilizaron muestras sanguineas de 100 pacientes mexicanos
con infeccion por VIH pertenecientes a la cohorte de Epidemiologia Molecular y
Evolucion del VIH en México del CIENI. Los pacientes tuvieron en promedio 31
afios de edad y en su mayoria fueron varones (Tabla 6.1). Los individuos
participantes presentaron una progresion tipica de la infeccion por VIH, confirmado
por los parametros clinicos de carga viral y conteo de células de CD4+, cuyas
medianas fueron 44,153 copias/mL y 318 cel/uL respectivamente. Todos los
pacientes eran virgenes a tratamiento con cualquier farmaco antirretroviral,

incluyendo Inhibidores de Integrasa al momento de ser reclutados.

TABLA 6.1. Informacién demografica y parametros clinicos

relevantes de los 100 pacientes incluidos en el estudio.

Género

Femenino 19%

Masculino 81%
Promedio de edad 31 afios (18 — 57)
Mediana de Carga Viral (CV) 44,153 copias/mL (156- 1,000,000)
Mediana de Cuenta de CD4+ 314 células/uL (0 - 1099)

En cuanto a la distribucién geogréfica, los pacientes fueron procedentes de 12
estados de la republica. ElI 45% de ellos pertenecientes a la zona sur del pais,
31% a la zona central y 24% a la zona norte. El estado con mas pacientes dentro
del estudio fue Oaxaca con el 21%. La distribucion global se muestra en la Figura
6.1.

Gracias a la herramienta REGA se identificé que el 99% de los pacientes fue
portador de virus subtipo B, mientras que el 1% restante presentd una forma
recombinante de los subtipos B y H, confirmado mediante el analisis con la

aplicacion RIP. Este paciente no presentd ningin comportamiento particular.
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Distribucion geogréfica
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Figura 6.1. Distribucion geografica de los pacientes estudiados. Se muestra la residencia de
los 100 pacientes incluidos en el estudio por estado y agrupados en regiones. La mayoria de los
individuos participantes fueron provenientes de la zona Sur de la Republica Mexicana.

6.2 ANALISIS DE VARIABILIDAD EN IN

Mediante el programa HIVdb se realiz6 un andlisis de cambios genéticos
clasificados como polimorfismos naturales de la enzima IN. De los 288 amino
acidos que la componen, 175 presentaron al menos un polimorfismo (relacionado
0 no a resistencia). Por otro lado, el 55.9% (161 a.a.) de las 288 posiciones de la
enzima presentd polimorfismos que podrian estar asociados a resistencia, siendo
el dominio N-terminal (NTD) el que albergd la mayor cantidad de cambios (Tabla
6.2).

TABLA 6.2. Variabilidad genética de IN.

Amino acidos % de variacion Posiciones
comprendidos (aa variables/aa mas
totales) polimérficas
Dominio N-terminal o
(NTD) 1-49 81.6% (40/49) E11,L45
Dominio Catalitico 0 T112, S119,
(CCD) 50-212 51.9% (84/162) T125
Dominio C-terminal o
(CTD) 213-288 48.1% (37/77) --
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Se realiz6 una grafica de todas las posiciones con algin cambio para determinar
las posiciones mas polimoérficas (Figura 6.2). Se identifico al Acido Glutamico de la
posicion 11 (E11) y Leucina en la posicion 45 (L45) dentro del dominio N-terminal,
como los mas polimorficos con 8 y 5 variantes respectivamente. Dentro de los
aminoacidos comprendidos en el dominio catalitico, las posiciones 112, 119y 125
presentaron cinco variantes; mientras que dentro del dominio C-terminal no se
observaron posiciones con mas de tres polimorfismos. Todos los aminoacidos

mencionados han sido encontrados en pacientes con falla a RAL.

De cada uno de los cambios identificados, se determind su prevalencia en la
cohorte estudiada (Figura 6.3). En el caso de aquellas posiciones con mas de un
polimorfismo, se utilizd6 al més prevalente para su inclusién en la gréafica. El
analisis se centr6 en aquellas mutaciones que pudieran estar asociadas a
resistencia. Se encontraron tres polimorfismos en el domino N-terminal de IN con
frecuencia superior al 15%, ocho en el dominio catalitico y dos en el extremo

carboxilo-terminal.

En la Figura 6.4 se muestran los polimorfismos méas frecuentes (candidatos a
asociarse con resistencia), el cambio Leucina <> Isoleucina en posicion 101
(L101l) y Valina <> lIsoleucina en posicion 201 (V201l) fueron los de mayor
frecuencia en la cohorte de pacientes con porcentajes de 59% y 52%
respectivamente. Se detectdé en numerosas ocasiones la variante G189X, donde
X puede ser cualquier aminoacido, la inespecificidad del aminoacido sustituyente

podria atribuirse a la presencia de bases ambiguas en este codon.

Para los polimorfismos presentes en al menos 15% de la cohorte estudiada se
realizé el analisis de la naturaleza quimica de los aminoacidos sustituyentes y los
silvestres. Unicamente se encontré divergencia en las posiciones 124 y 125 donde

el cambio fue de un aminoacido polar (Treonina), a uno no polar (Alanina).
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‘ ‘ C- terminal

N-terminal ‘ ‘ Dominio catalitico
aa. 1 49 50 212 213 288
E11D 26% V721 28% K156N 20% S230N 17%
L1011 59% G189X 409
S17N 32% &
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T206S 24%

Figura 6.4. Andlisis de polimorfismos en IN de virus circulantes en México. Se encontraron

13 polimorfismos con una frecuencia minima de 15%.

La regién catalitica presenté los

polimorfismos de mayor prevalencia, siendo los cambios L1011 y V201l los mas frecuentes.
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Variacion genéticaen IN
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Figura 6.2. Nimero de polimorfismos por posicion en la Integrasa de VIH de 100 individuos mexicanos. Se muestran aquellas posiciones
en las que se registré al menos un polimorfismo. Para cada posicion, se graficé el nUmero de variantes encontradas, Unicamente se muestran las
etiquetas de aquellos amino&cidos con mas de cinco variantes. Las posiciones 11,45, 112, 118 y 125 fueron las mas polimorficas.
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Frecuencia de polimorfismos en Integrasa
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Figura 6.3. Frecuencia de polimorfismos por posicion en la Integrasa de VIH de 100 individuos mexicanos. Se muestra la frecuencia (%)
de cada polimorfismo registrado. Las etiquetas corresponden a polimorfismos con prevalencias superiores a 15%. En el dominio C-terminal el
polimorfismo més frecuente fue V131l, en el domino N-terminal D256E. En el centro catalitico estuvieron presentes los dos polimorfismos de

mayor frecuencia global, L1011 (59%) y V2011 (52%).
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6.3 ANALISIS DE RESISTENCIA A INHIBIDORES DE INTEGRASA EN VIH
CIRCULANTE EN MEXICO

Considerando exclusivamente las posiciones de IN con cambios considerados
como mutaciones menores de resistencia, se detecté la presencia de 8
mutaciones dentro de IN en la cohorte mexicana. EI cambio mas comudn fue la
sustitucion en la posicion 138 de Acido Glutamico por Glicina o Acido Aspartico
(E138G/D), sin embargo, a esta mutacion no se le asigna un puntaje de relevancia
para resistencia en la Base de Datos de Stanford. Por otro lado, se observaron
dos mutaciones que llamaron la atencion por el puntaje que les confiere el
algoritmo de Stanford para resistencia hacia RAL y EVG. El cambio E157Q (Glu
<GIn), presente en el 2% de la poblacion, fue asociado a una potencial
resistencia de bajo nivel ante ambos inhibidores de Integrasa (Puntaje = 10), y la
sustitucion R263K (Arg <»Lys), presente en un solo paciente, fue asociada a
resistencia de bajo nivel ante EVG (Puntaje = 15). El virus del paciente que
presento la mutaciéon R263K fue considerado como resistente hacia inhibidores de

Integrasa para posteriores analisis (Tabla 6.3).

Tabla 6.3. Prevalencia de mutaciones de resistencia en poblacion mexicana

Y tipo de resistencia presente n=100
MUTACION FRECUENCIA PUNTAJE RESISTENCIA PUNTAJE RESISTENCIA

(%) EVG EVG RAL RAL
MUTACIONES MENORES
V54l 5 0 S 0 S
Q95K 1 5 S 5 S
F121LP 2 0 S 0 S
E138GD 10 0 S 0 S
V151I 4 5 S 5 S
N155K 1 0 S 0 S
E157Q 2 10 PBN 10 PBN
R263K 1 15 BN 0 S
MUTACIONES MAYORES
E92V 1 60 AN 30 |
E138K 2 15 BN 15 BN
Q148R 1 60 AN 60 AN
N155S 1 30 | 15 BN

S: Susceptible, PBN: Potencial de Bajo Nivel, BN: Bajo Nivel, I: Intermedio, AN: Alto Nivel
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Cualquiera de los cambios antes mencionados fue encontrado en un total de 22
pacientes de la cohorte estudiada. La localizacién geogréafica general de las
mutaciones menores se muestra en la Figura 6.5, la mayoria de los pacientes
portadores de algun cambio menor (total de 22 individuos) fueron provenientes de

Oaxaca y Guerrero.

Distribucion geografica de mutaciones menores

[, Baja California

Prevalencia de mutaciones
1-5%
6 - 10%
11 -15%

® 16 - 20%

\ Muevo Ledn & =20%

Guadalajara

Chiapas

Figura 6.5 Distribucion geografica de mutaciones menores. Se encontraron 22 pacientes portadores de
alguna mutacién menor provenientes de diez estados de la Republica Mexicana. En la figura se representa el
porcentaje de pacientes, de los 22 totales, que fueron portadores de cualquier mutacidn menor y su estado

de procedencia.

Inesperadamente, el andlisis de mutaciones mayores arrojé6 como resultado cinco
pacientes mas que presentaron resistencia hacia inhibidores de Integrasa. Uno de
ellos, fue portador de la mutacién Q148R (Glu«> Arg) identificada como una de las
vias principales de adquisicion de resistencia. Asi mismo, se identificO a un
paciente con alto nivel de resistencia ante EVG y resistencia Intermedia ante RAL
conferidos por el cambio E92V (Glu «»Val), variante rara del cambio E92Q. Un

paciente presentd un cambio en la posicion 155 (N155S) que se relaciond con
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resistencia intermedia a EVG Yy resistencia de bajo nivel a RAL. Este cambio es
una variante rara de la via de resistencia N155H reportada en diversos estudios.
Finalmente, dos individuos fueron portadores del cambio E138KA asociado con
resistencia de bajo nivel a ambos inhibidores (Tabla 6.3). Cabe mencionar que los
5 cambios encontrados, clasificados como mutaciones mayores, recaen en el

Dominio Catalitico de IN.

Los pacientes considerados en analisis subsecuentes fueron aquellos que
presentaron un puntaje > 15, al menos resistencia de bajo nivel, para cualquiera
de los dos, o ambos INSTIs. Asi, el grupo se conformd por seis pacientes
portadores de distintas mutaciones, a excepcion de dos individuos que
presentaron el cambio E138K provenientes de estados vecinos (Baja California y

Sonora respectivamente) (Figura 6.6).

Distribucion Geografica de Mutaciones Mayores

Sonora
E138K

Baja
California
E138K

Estado de México
Q148QR
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N155NS

Oaxaca
E92EV
¥ R263K

Figura 6.6. Procedencia de los virus que presentaron mutaciones mayores a inhibidores de
Integrasa. Se muestra la distribucién geogréfica de los pacientes con resistencia mayor. Cuatro de
ellos se localizan en el sur de la Republica Mexicana, los dos restantes se localizan en estados
vecinos del Noroeste de México y son portadores de la misma mutacion E138K.
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Existen asociaciones muy conservadas entre mutaciones mayores y ciertas
mutaciones secundarias que aportan un efecto compensador al virus mutado
(Q148R + G140S/E138K o0 N155H + L73M/E92Q /G163R). Extrafiamente,
ninguno de los sujetos de estudio presenté alguna de estas asociaciones. La
informacion se muestra en la Tabla 6.4. Tampoco se identificd ninguna relacion
entre la resistencia conferida por cada mutacion y los parametros clinicos del

paciente (carga viral y cuenta de CD4+).

TABLA 6.4. Informacion de los 6 pacientes con VIH resistente a

inhibidores de Integrasa

Paciente Procedencia Mutacidn Mutaciones cv CD4+
Mayor Adicionales (copias/mL) (cel/uL)
0284 Gro N155S E138G, V2011, T206S 106,480 13.81
0515 BC E138K M154IL, V2011 1,410 508.84
1087 Oax E92V E138D 22,498 386.04
1516 Méx Q148R V721, V201l, T206S 103,837 324
1543 Son E138K M154IL, V2011, T206S 120,465 31
1315 Oax R263K V2011 ,S230NR, V721 149,644 134.89

Gro: Guerrero, BC: Baja California, Oax: Oaxaca, Mex: Estado de México, Son: Sonora
CV: Carga viral, CD4+: Cuenta de linfocitos T CD4+

Para corroborar el impacto fenotipico de las mutaciones encontradas, asociadas
genotipicamente a resistencia, se utilizé el programa Geno2Pheno. Los resultados
se resumen en la Tabla 6.5 y se comparan con el nivel de resistencia obtenido a

partir de la aplicacion HIVdb de la base de datos de la Universidad de Stanford.

Para la mayoria de las mutaciones analizadas se encontré una correlacion entre
las estimaciones hechas por ambos programas. Sin embargo, en el caso de la
mutacion E92V el programa HIVdb estima un nivel de resistencia mucho mayor
que el algoritmo de andlisis de Geno2Pheno; se debe tomar en cuenta que esta
posicién ha sido asociada a resistencia, pero el cambio especifico E92V es una
variante rara, por lo que no se cuenta aun con suficiente informacion. Esta
discrepancia podria ser dilucidada por ensayos fenotipicos in vitro de resistencia

con este virus mutante.
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TABLA 6.5. Correlacidn genotipica y fenotipica de resistencia.

Resistencia genotipica de Estimacion de resistencia fenotipica por
Mutacion  acuerdo al programa HIVdb* Geno2Pheno
Raltegravir Elvitegravir Raltegravir Elvitegravir
N155S Intermedia Bajo Nivel Susceptible Susceptibilidad
reducida
E138K Bajo Nivel Bajo Nivel Susceptibilidad Susceptibilidad
reducida reducida
E92V Alto Nivel Intermedia Susceptible Susceptible
Q148R Alto Nivel Alto Nivel Resistente Resistente
E138K Bajo Nivel Bajo Nivel Susceptibilidad Susceptibilidad
reducida reducida
R263K Susceptible Bajo Nivel Susceptible Susceptible

Finalmente, el andlisis de la distribucién global de las mutaciones mayores y
menores, en conjunto, coincidié con la distribucion de los pacientes del estudio,

descartando un fendmeno regional de resistencia. (Figura 6.7).

Distribucidn de pacientes estudiados Distribucion global de mutaciones de resistencia
Veracruz Distrito Federal Distrito Federal

Sonora 5% 3% 2%
Puebla 4% =
4% -

Puebla
2%

Guerrero

Nuevo Leén
Morelos 4% Morelos
4% 4%

Figura 6.7. Correlacion entre la distribucién geogréfica de los pacientes incluidos en el
estudio y la procedencia de los virus con mutaciones de resistencia a inhibidores de
Integrasa. Se muestra la distribucion de los pacientes enrolados en el estudio y la distribucion de
las mutaciones mayores y menores de forma conjunta. Se observd correspondencia entre ambas
caracteristicas.
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6.4 ANALISIS FILOGENETICO

Se construy6 un arbol filogenético para analizar las caracteristicas evolutivas de
los virus incluidos en el estudio, asi como para determinar posibles clusters de
diferenciacion que pudieran dar informacion sobre la transmision de virus con
resistencia a inhibidores de Integrasa. De los seis cambios asociados con
resistencia Unicamente dos estuvieron relacionados filogenéticamente, con un
boostrap o valor relativo de confianza de 68, ambos pacientes presentaron la
mutacion E138K y aunque no provenian del mismo estado, si son procedentes de
estados vecinos (Figura 6.8).

A pesar de la amplia distribucion de los diversos polimorfismos asociados a
resistencia a INSTIs, se localizaron pocos clusters o agrupamientos de secuencias
relacionadas evolutivamente. En las figuras 6.7 y 6.8 se muestran Unicamente las
secuencias genéticamente relacionadas con bootstraps mayores a 50, es decir,
aquellas en que la relacion evolutiva tiene minimo un 50% de confiabilidad, para

los polimorfismos mas abundantes.

El cambio L101l fue el mas frecuente en la cohorte, pero Unicamente se
identificaron dos grupos de transmision, ninguno mostrd coincidencia geografica

entre los pacientes que lo componen (Figura 6.9).
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Distribucion filogenética de mutaciones mayores
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Figura 6.8. Analisis filogenético de pacientes resistentes. Se construyd un arbol filogenético de
95 secuencias, mediante el software MEGA 5 utilizando el método Neighbor-Joining, calculandose
el valor de bootstrap a partir de 1000 réplicas. La distancia evolutiva se estimé con el método de

Kimura 2-pardmetros.

Se resaltan las secuencias de virus portadores de

mutaciones de

resistencia. Las Unicas secuencias con relacién filogenética corresponden a los virus de los

pacientes 515 y 1543, con un boostrap de 67.
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Distribucidn filogenéticade L101I
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Figura 6.9. Analisis filogenético del polimorfismo L101l. . Se construy6 un arbol filogenético de
95 secuencias, mediante el software MEGA 5 utilizando el método Neighbor-Joining, calculandose
el valor de bootstrap a partir de 1000 réplicas. La distancia evolutiva se estimé con el método de
Kimura 2-parametros. Unicamente se localizaron dos grupos de transmision, uno de ellos con
boostrap de 76 compuesto por dos secuencias de los estados de Guerrero y Estado de México, y
otro compuesto por tres secuencias de virus de pacientes provenientes de Puebla, Oaxaca y
Guerrero con un bootstrap de 58.
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En la figura 6.10 se muestra la distribucion de las secuencias con relacion
evolutiva de V201I. Se localizé un cluster compuesto por tres secuencias de virus
de pacientes provenientes de Veracruz (boostrap 96), esta asociacion puede
relacionare con eventos de transmision o un evento fundador del polimorfismo. Por
otro lado, estuvieron presentes dos pares de secuencias relacionadas con
coincidencia geografica, los cuatro pacientes involucrados procedian de Guerrero,
uno de los pares de transmision mostré una relacion de 91(pacientes 414y 284) y
otro de 100 (pacientes 967 y 1648).

Adicionalmente se encontraron dos pares mas de transmision, uno de ellos entre
las secuencias virales 1543 y 515 (boostrap 67) y otro entre 1315 y 326 (boostrap
50). No hubo coincidencia geografica en ninguno de los casos.

Se localizaron grupos de transmisién para otras mutaciones menos frecuentes. En
la figura 6.11 se representan Unicamente aquellas secuencias relacionadas con

boostrap superior a 50.

En primer lugar, se encontraron dos grupos de secuencias virales con relacion
evolutiva portadoras de un cambio en la posicion 138. La mutacion E138G/D esta
considerada como mutaciébn menor o compensatoria y tuvo una frecuencia global
de 10%. Esta mutacién se encontrd en virus con distintos grados de evolucion. Los
pacientes portadores de los virus relacionados fueron procedentes de estados del

centro y sur del pais sin coincidencia geografica en los grupos de transmision.

Analizando aquellos polimorfismos con frecuencias mayores a 15% (Figura 6.4),
se encontraron dos secuencias portadoras del cambio V31l que corresponden a
virus de pacientes provenientes de Guerrero. Por otro lado se identificé al grupo
de pacientes provenientes de Veracruz (Figura 6.10) también como portadores del
cambio T206S, mutacion que estuvo presente también en los pacientes 592 vy
1543 portadores de virus evolutivamente relacionados y provenientes del norte del
pais. Los pacientes 1315 y 326 fueron infectados por virus filogenéticamente
cercanos, ambos, portadores de la sustitucion S230NR.
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Finalmente, el polimorfismo M154IL, encontrado Unicamente en el 4% del a
cohorte, estuvo presente en dos secuencias Vvirales relacionadas,

correspondientes a los pacientes 1543 y 515 provenientes de Sonora y Baja

California respectivamente.

Distribucidn filogenética de V201l
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Figura 6.10. Analisis filogenético del polimorfismo V201l. . Se construy6 un arbol filogenético
de 95 secuencias, mediante el software MEGA 5 utilizando el método Neighbor-Joining,
calculandose el valor de bootstrap a partir de 1000 réplicas. La distancia evolutiva se estimé con el
método de Kimura 2-parametros. Fue localizado un cluster de transmision con boostrap de
compuesto por tres pacientes provenientes del estado de Veracruz, dos pares de transmision
compuestos por pacientes provenientes del estado de Guerrero mostraron relaciones de (pacientes
414 y 284) y de 100 (pacientes 967 y 1648). Se localizaron otros dos pares de transmisién sin
coincidencia geogréfica entre las secuencias virales que los componen.
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Analisis filogenético de mutaciones poco frecuentes

GUarmers,

" _ &
= VELl A
'_‘_“::_\' ’\Qa
= - i3
= = )
Rk &
= Wl o8 oy Q
* 1'\‘:‘ E 1:"? = 5 o I h‘é th
1 H S FF
L3 o
,':.’:_ Pl o
’%”’) .1-*“'L * ~ o ‘h{\ '\d‘
<l A o
By N RISSSS S
7 iy
& 3 'yﬂ, .\'_ﬁ'} ‘,’oi'ﬁ
Foy 8 M?
. o 1
"JBL‘V'-“'-TUU: 13 2 S :’
- 1
12065 | Bala Califarnia gq, 01 Y s
'-'J‘*{ " a‘;‘:’:;a 537 ——__'_'::"“"-} 1148 COHSENSUS_C
M1GAIL ‘[ california — 1322
Baja 1213 1613
m-;sz — o8y 1245
A
a e
03"‘_‘35 - - gy 11y
= h.‘n 'lIII r‘-’b ¢
d{\-;ﬂ o 2
i \ = 7. Sy
&P o ¢ .& -3 '% '-a f#' ":'
L= ‘ﬁ? "‘5‘,
s/ 4 %,
.-? .«? : - - - F,
& Fl78l2 R3ee, %
) = E CeR oy
o Ta 7 37 T9%
# 5 R A
1] ™
]
c\?‘ﬁ‘&ﬂ

Figura 6.11. Analisis filogenético de mutaciones poco frecuentes. Se construyé un arbol
filogenético de 95 secuencias, mediante el software MEGA 5 utilizando el método Neighbor-
Joining, calculandose el valor de bootstrap a partir de 1000 réplicas. La distancia evolutiva se
estimé con el método de Kimura 2-parametros. Se muestra el arbol filogenético de algunas
mutaciones con baja frecuencia en la poblacién que conformaron pares o grupos con relacion
evolutiva. Se encontraron dos grupos de trasmisién de la mutacion menor E138GD, resaltada en
morado, sin coincidencia geografica entre los pacientes que conforman ambos grupos. El valor de
boostrap para el grupo conformado por las secuencias 972 y 1539 tuvo fue de 72, mientras que
para el segundo grupo fue de 58. En el caso de los polimorfismos V31l, marcado en azul claro, y
S230NR, resaltado en azul fuerte, se encontré6 un par de transmisidon para cada cambio; con
boostrap de 100 y 50 respectivamente. Se identificaron dos clusters portadores del polimorfismo
T206S, el primero de ellos conformado por las secuencias 592 y 1543 con boostrap de 80 y el
segundo compuesto por tres pacientes de Veracruz con boostrap de 96.A,bos clusters estan
representados en lineas rojas El cambio M154IL estuvo presente en dos secuencias relacionadas,
resaltadas en amarillo, con boostrap de 68.

80



6.5 ANALISIS DE PRESION SELECTIVA POR MODELO DE CODONES

Se aplicé un modelo de codones para buscar posiciones dentro de IN bajo presion
selectiva con el fin de evaluar el posible papel de la evolucién del VIH circulante en
México en la resistencia transmitida a inhibidores de Integrasa. Los sitios con
evidencia de seleccion positiva se determinaron con el programa SLAC y se
definieron como aquéllos donde la tasa de sustituciones no sinénimas era
significativamente mayor que de sustituciones sindnimas (dN>dS) (ver seccion de
Métodos).

Se localizaron seis codones bajo presion positiva (p< 0.05) aunque ninguna
correlacion6 con las posiciones de mutaciones de resistencia mayor halladas en

los pacientes estudiados (Tabla 6.6).

TABLA 6.6. Andlisis de presion selectiva por razones de

sustituciones sinénimas y no sinénimas en la region de IN.*

. dN-dS
Codon Normalizado Valorp

112 1.58079 0.00858945
206 1.48403 0.00233823
218 0.778825 0.0428993
220 0.76786 0.046039
230 1.10795 0.0345047
265 1.08594 0.0111248

*El analisis se realiz6 utilizando el programa DataMonkey, disponible en linea, mediante el método
SLAC (para detalles ver la seccion de Métodos). Se muestran seis posiciones en las que la tasa de
mutaciones no sinénimas (dN) fue significativamente mayor a la tasa de mutaciones sinénimas
(dS) (p<0.05)

6.6 ANALISIS DE PRESION SELECTIVA MEDIADA POR HLA.

Se realiz6 el analisis de presion selectiva ejercida por HLA usando la base de
datos de Los Alamos. En la figura 6.10 se enmarcan las posiciones de las cinco
mutaciones de resistencia mayor encontradas a lo largo de la secuencia de

aminoéacidos de Integrasa.
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Al compararse el haplotipo de alta resolucion de HLA de cada paciente resistente,
con los alelos selectores reportados, solo se encontré coincidencia en el paciente
1087 portador de la mutacion E92V; es decir, la aparicion de esta mutacion esta

altamente influenciada por el efecto del alelo B*4403 (Figura 6.12).

Para la posicion 155 aun no se han asociado alelos HLA a la aparicion de

mutaciones primarias de resistencia.
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Figura 6.12. Mapa de epitopos de linfocitos T citotéxicos en IN de VIH. Se comparé el haplotipo HLA de cada paciente resistente con alelos
reportados como selectores de mutaciones en Integrasa. Se observé coincidencia Unicamente en el paciente portador de E92V, siendo B*4403 el
alelo selector que explicaria la aparicion de dicha mutacién de resistencia. No se cuenta con los datos del paciente 1516. No se han encontrado
alelos HLA que ejerzan presion selectiva en la posicion 155 relacionada con la aparicion de mutaciones de resistencia a ARVSs.
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

7.1 CARACTERISTICAS DE LA COHORTE

Para este estudio se seleccion6 una muestra de 100 pacientes mexicanos
infectados por VIH-1 de la cohorte de Epidemiologia y Evolucion del CIENI. Al
igual que CENSIDA ha estimado en Meéxico, en este grupo de pacientes
predominaron los individuos de género masculino (81%), con una proporcion de

4.2 hombres infectados por cada muijer.

Se ha observado que hombres con relaciones homosexuales y mujeres
heterosexuales son los sectores mas afectados por la infeccion, sin embargo, no
se pudo obtener esta informacién de los pacientes enrolados en el presente

estudio para confirmar esta tendencia.

En cuanto al estado clinico de los pacientes, el 51% se encontraban en etapa
cronica de infeccién (200-500 células CD4+/uL) y 30% presentaron cuentas de
linfocitos CD4+ severamente reducidas (<200 cel/uL) que aumentan
enormemente la probabilidad de desarrollo de SIDA.

Estos datos sugieren un diagnéstico tardio que ya ha sido reconocido en
México[36] . El hecho de que los pacientes VIH positivos reciban atencion médica
en etapas avanzadas de la enfermedad aumenta el riesgo de transmisién vy
disminuye la probabilidad de éxito del tratamiento farmacologico. Por ello, es
imprescindible que se refuercen las campafas de promocién de diagndstico
temprano de VIH, lo cual derivaria en una mejor atencibn médica (oportuna y

efectiva).

En cuanto a la distribucion geografica de los pacientes incluidos en el estudio, a
pesar de no tener gran representatividad de los estados con mayor incidencia de
VIH, se pudieron observar fenOmenos geograficos interesantes en algunas otras
zonas del pais. Aun con la limitante que esto representa, los resultados que se
discuten mas adelante nos dan un panorama general de la resistencia en nuestro

pais, predominantemente de la zona sur, region que se ha mantenido entre los
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estados de incidencia media de casos de VIH/SIDA a lo largo de los ultimos afios.
Considero que es importante realizar estudios subsecuentes de resistencia a este
y otros tipos de medicamentos novedosos, tomando en cuenta de forma
importante, aquellos estados que registran el mayor nimero de casos de VIH y
SIDA.

Tal como se esperaba, el subtipo predominante en la cohorte estudiada fue el B.
Ya se sabe que éste es el subtipo mas prevalente en el continente Americano. Se
ha descrito la via de llegada del VIH-1B de Africa a América [54], y su amplia
diseminaciéon se ha debido principalmente a fendmenos de migracion. En México,
en un estudio llevado a cabo por el CIENI en afios recientes, se demostré que
existe una homogeneidad de virus subtipo B circulando entre la poblacién , a
pesar de la proximidad con paises como Estados Unidos y Canada que presentan

un nimero creciente de virus no-B [36].

7.2 VARIABILIDAD DE LA ENZIMA INTEGRASA EN MEXICO

Uno de los requisitos mas importantes para incluir las muestras de los pacientes
en el presente estudio fue la nula exposicion a farmacos antirretrovirales de
cualquier tipo, de ésta forma se aseguraba que las posibles mutaciones presentes
en el genoma viral no fueran inducidas por la presion selectiva que ejerce el TAR

de primera linea.

Al analizar las secuencias se observé un 55.5% de variabilidad promedio en la
enzima, porcentaje cercano a lo reportado en algunas publicaciones [24, 42, 48].
Este porcentaje respalda el hecho de que IN es una enzima menos polimoérfica
que PR, RT, y por supuesto, un gen mucho menos variable que Env. Sin embargo,

IN presenta diversos cambios cuya importancia aun no es bien establecida.

Como era esperado, las posiciones mas polimdérficas de la enzima se localizaron
fuera del dominio catalitico, y aunque estos cambios no se han asociado con una
falla en la funcién enzimatica de IN o0 con un impacto en resistencia farmacolégica,
es un claro ejemplo de que el virus evoluciona manteniendo los residuos

indispensables para su funcion catalitica lo mas estable posible. A pesar de la alta
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variabilidad encontrada en los tres dominios de la enzima, las posiciones
involucradas con la funcién catalitica (triada DDE), union al factor celular
LEDGF/p75, el motivo de union de zinc HHCC, el motivo de dimerizacion KRK y
los codones de union inespecifica a DNA (a.a 220-270) no presentaron
alteraciones que se relacionen con un impacto significativo en la funcion

enzimatica de Integrasa.

En numerosos estudios con pacientes virgenes a TAR con INSTIs y pacientes con
falla virologica a Raltegravir se han encontrado como polimorfismos muy
frecuentes a V72I, L101l, T125A, V201Il, T206S y S230N[41, 42, 48, 50, 55]; de
éstos, L1011 y V201l fueron los polimorfismos mas prevalentes en la cohorte
estudiada. Ninguno de estos cambios ha sido asociado, hasta el momento, con
resistencia in vivo a RAL o EVG, sin embargo, se ha visto que estan involucrados
en la disminucién de susceptibilidad in vitro a otros inhibidores de IN [24].

El cambio V201l parece altamente conservado, pues fue encontrado en mdaltiples
grupos de transmision (Figura6.8). La aparicion de este cambio en secuencias
relacionadas geogréaficamente nos habla de un fenémeno regional de transmision
y posiblemente de un efecto fundador, mismo que podria ser corroborado si al
aumenta el nimero de pacientes estudiados se observara la misma tendencia de

aparicion.

El andlisis filogenético de virus con otras mutaciones muestra secuencias virales
relacionadas, sin embargo es dificil establecer un patron de transmision por la
divergencia geografica de los pacientes portadores de virus mutantes. Sin
embargo, se encontraron varios agrupamientos de secuencias de virus
procedentes de regiones geograficas cercanas, lo cual sugiere un posible papel de
eventos fundadores en la transmisién de virus con mutaciones importantes para la
susceptibilidad a inhibidores de integrasa en México. Estas observaciones se

tendran que confirmar en cohortes mas grandes y con mayor representatividad.

Aunque los polimorfismos aqui analizados no se han relacionado

contundentemente con la susceptibilidad viral ante un INSTI, llama la atencién su
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alta prevalencia. Garrido y colaboradores [44] observaron que existen cambios
menores que favorecen la aparicion de mutaciones mayores después de un fallo
virolégico, por lo que no debe descartarse que estas dos mutaciones (V201I y
L101l) pudieran tener alguna relevancia en el patrén evolutivo de la resistencia
viral o en la actividad catalitica de la enzima, mas aun en una poblacion que ha
mostrado tasas de resistencia muy elevadas y presencia de mutaciones mayores

poco conocidas.

A nivel bioquimico, el Unico cambio que podria tener un impacto en la
funcionalidad de la enzima es la sustitucion de Treonina (a.a polar/hidrofilo) por
Alanina (a.a no polar/hidréfobo) en las posiciones 124 y 125. En primer lugar este
cambio en posiciones contiguas podria modificar la interaccién de la enzima con el
medio y quiz& repercutir en el plegamiento de la proteina; adicionalmente,
Treonina es un aminoacido que al sufrir fosforilacion contribuye en la actividad
enzimatica y en estas posiciones fue remplazado por un aminoacido de menor
tamafio y poco reactivo, que aungque no esta en las posiciones consideradas
dentro de la triada catalitica, podria tener alguna repercusion en la funcionalidad

de Integrasa.

De acuerdo a la base de datos de la Universidad de Stanford, se han reportado 27
mutaciones secundarias [55, 56]. En las secuencias analizadas en el presente
trabajo, se encontraron ocho de ellas, siendo el cambio E138G/D el mas
frecuente. Cabe destacar que este polimorfismo no es comun, sin embargo, recae
en una posicion donde se puede desarrollar un cambio importante, la mutaciéon
E138K/A que compensa el defecto de Q148K/R/H.

La mutacion E157Q aungue solo se reportd en el 2% de la cohorte, no puede
descartarse que sea un cambio menor muy frecuente en nuestro pais, pues se ha
observado que predomina en el subtipo B [44, 48]. Llama la atencion que esta
mutacion ha sido encontrada Unicamente en pacientes virgenes a tratamiento con
RAL o bien, pacientes con exposicién a inhibidores de RT o Proteasa. Se ha
observado que existen mutaciones compensatorias a un defecto enzimatico en

regiones génicas distantes, E157Q podria estar compensando un defecto de RT o
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Proteasa generado por una mutacion de escape o0 resistencia, o bien, ser un
cambio que desaparece con la exposicidn a RAL por disminuir la susceptibilidad

viral ante este medicamento o moléculas similares.

El papel mas importante de las mutaciones menores es compensar la funcion
enzimatica o la capacidad replicativa perdida por la alteracion de algin aminoacido
importante [26, 44]. Con diversos estudios de prevalencia, se han establecido seis
mutaciones menores de relevancia para la conformacion de patrones o perfiles de
resistencia [40, 44, 48, 49]. Es notable, que en el estudio de la cohorte mexicana
no se encontrd ninguna de las asociaciones mencionadas. Sin embargo, se
identificaron mutaciones mayores y compensatorias de manera independiente con
prevalencias mayores a las esperadas [26, 41, 48-50, 55]. La presencia exclusiva
de mutaciones menores o compensatorias como V541, E138G/D y V151l es
relevante ya que disminuye la barrera genética para la aparicion de resistencia en
presencia de la presion selectiva por inhibidores de integrasa, tal como se ha
comprobado con V1651 y N155Hy T97A con Y143R [44].

7.3 RESISTENCIA A INHIBIDORES DE INTEGRASA

Ya se ha observado en multiples ensayos clinicos y estudios epidemiolégicos en
diversas poblaciones [40-43, 48-50], que las mutaciones mayores no son
frecuentes en pacientes virgenes a TAR. Contrario a lo esperado, en nuestra
poblacion se identificaron seis pacientes resistentes. Dos de ellos portadores de

mutaciones muy raras en posiciones importantes que se describen a continuacion.

En la posicion 92 se identifico la variante E92V. De acuerdo a la base de datos de
Stanford, este cambio se ha identificado Unicamente al exponer al virus in vitro a
antirretrovirales, y se reporta una disminucién de la susceptibilidad de 10 veces
ante RAL y 40 veces ante EVG en comparacion con virus no mutados. Pero no
habia sido observado en pacientes con falla al tratamiento ni en aquellos virgenes
a TAR. En esta posicion, se creia que el Gnico cambio con relevancia era la
mutacion E92Q que compensa el defecto en fithess que promueve la mutacién

N55H; pero poco a poco se han ido estableciendo cambios muy especificos,
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aunque de frecuencias muy bajas, que pueden asociarse de forma importante a
resistencia. Por ejemplo, en 2010 el grupo de investigacion de la doctora
Francesca Ceccherini identificé al cambio E92G como una mutacion importante de
resistencia fenotipica a EVG. No se tiene suficiente informacion sobre el efecto
que pueda tener la variante rara encontrada en nuestra poblacion; por lo que seria
necesario evaluarlo en ensayos de capacidad replicativa viral y corroborar su

importancia con una prueba de resistencia fenotipica.

Por otro lado, se observd la presencia del cambio N155S. Se sabe que
modificaciones en esta posicidn no son comunes, sin embargo la sustitucion de
Asparagina por Histidina (N155H) se reporta como una de las vias principales de
desarrollo de resistencia al reducir la susceptibilidad a INSTIs mas de 20 veces y
reducir el fithess hasta 75% [24, 42, 49].

En pacientes que han desarrollado resistencia a INSTIs se ha observado que la
mutacion N155H es inestable, pues aparecen rapidamente cuasiespecies
portadoras de otra mutacion de resistencia (Q148R/K/H o Y143R/C/H) [40, 47,
48]. Esto se podria explicar porque el cambio de N155 a H155 o S155 solo
involucra la sustitucion de una base del codén, mientras que los cambios en las
posiciones Q148 y Y143 se originan por la modificacion de dos bases del codon
correspondiente (Figura 7.1). La aparicibn de N155H/S supondria un estado
transitorio para disminuir la susceptibilidad ante RAL o EVG que le permita al virus
continuar replicAandose hasta la aparicibn de mutaciones compensatorias de
N155H o bien, hasta que haya una conversién a mutantes de Q148 o Y143 cuya
aparicion es simultanea con mutaciones secundarias que disminuyen el impacto

en fitness.
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148R
N155H/S e

Q CAA CAG wt
wt N AAU AAC

l R CGC AGG mutante
&1 CGT
mutante § AGU AGC CGG

H CAU CAC

Y TAC wt
K CcGC mutante
Y143K

Figura 7.1 Desarrollo de mutaciones de resistencia. La sustitucion N155H parece ser inestable
debido al alto costo en fitness, siendo sustituida la mayoria de las veces por la mutacion Q148R o
Y143K con sus respectivas mutaciones compensatorias. La aparicion inicial de N155H se explica
por la “facilidad” que representa par el virus el cambio de un solo nucleétido en el codoén
correspondiente, mientras que para cambios en 148 y 143 son requeridas dos mutaciones en el
mismo codén. En colores se muestra la correspondencia entre el nucledtido wild type (wt) y el
mutante.

La base de datos de la Universidad de Stanford clasifica la variante N155S como
una mutacién no polimorfica de aparicion poco frecuente, se sabe que reduce la
susceptibilidad a antirretrovirales, pero no se tienen suficientes datos sobre el

impacto que tiene en la taza de replicacion del virus.

La disminucion de la replicacién de virus portadores de N155H se ve compensada
por algunas mutaciones secundarias que no estuvieron presentes en el paciente
portador del cambio Asparagina - Serina, o que podria sugerir que la apariciéon
del cambio N155S no tiene un costo suficientemente alto en el virus. Esta
hipotesis tendria que ser comprobada con un seguimiento del paciente, para
establecer asociaciones entre esta mutacidbn y cambios compensatorios, Yy

observar si el cambio N155S es mas estable.

Adicionalmente, la mutacion R263K fue encontrada en un solo paciente. Creemos
gue ha sido clasificada como mutacion menor por representar impacto en la
susceptibilidad del virus Unicamente ante Elvitegravir, sin embargo, al ser
calificada con un puntaje de 15 se decidi6 contemplar este paciente como

resistente. Esta mutacion confiere resistencia genotipica de bajo nivel ante EVG,
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reduciendo su susceptibilidad 5 veces. Hay divergencia sobre la importancia de
este cambio, pues algunas publicaciones lo toman como mutacion primara [50],
mientras que otras lo clasifican como polimorfismo natural [48].
Independientemente de su clasificacidon y a pesar de su poca frecuencia, debe
considerarse que esta mutacion tiene un impacto en el desarrollo de resistencia
ante un medicamento que aun no esta en uso clinico, lo que comprometeria la
efectividad del mismo. Ya se ha observado que algunas de las mutaciones que
confieren resistencia a EVG, incluido este cambio, disminuyen la efectividad de
inhibidores de Integrasa de segunda generacién como Dolutegravir [57], por lo
que el estudio sobre estos cambios deberia profundizarse para asegurar la

efectividad de medicamentos de ultima generacion.

E138K es una mutacion de frecuencia maxima de 0.1% en pacientes virgenes a
tratamiento [24, 49] y aproximadamente el 1.9% de los pacientes expuestos a RAL
la presentan [49]. Esta mutacion tiene un efecto minimo por si misma, y ha sido
asociada a cambios en Q148 como mutacién compensatoria. Llama la atencion
que en la poblacién estudiada su frecuencia fue de 2% y en ninguno de los casos
estuvo asociada con otra mutacion mayor. No se sabe si su aparicion es
simultdnea o posterior al surgimiento de cambios en la posicion 148, pero
pareciera que en la poblacibn mexicana este cambio se desarrolla de manera
independiente y ademas se transmite. Los dos pacientes que fueron portadores de
E138K mostraron una relacion filogenética cercana, por lo que podria sospecharse

del contagio de un virus levemente resistente.

Los cambios en la Glutamina 148 se han reportado como frecuentes en aquellos
pacientes con falla terapéutica de RAL, clasificandose como la mutacion de mayor
impacto tanto en la resistencia como en el fitness. Este cambio esta alojado en
una region altamente conservada del gen pol relacionada con la estabilidad el
extremo 5’ del ADN proviral después de la insercion [24]. La region entre G140 y
G149 forma un haza que se ha observado que pierde su flexibilidad si presenta
alguna mutacion, afectando la actividad catalitica de la enzima. Es por ello que

mutaciones en la posicién 148 tienen alto impacto en el fitness viral, por lo que es
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promovida la aparicion de mutaciones compensatorias. A pesar del efecto que
tienen cambios en este residuo sobre la replicacion del VIH, su aparicibn aumenta
la resistencia a EVG mas de 1000 veces [26, 40, 41, 56], confiriendo una ventaja

evolutiva al virus portador.

En un paciente de la cohorte estudiada se observo el cambio Q148R que ha sido
descrito en pacientes con falla temprana a tratamiento antirretroviral [26, 40, 49].
La evolucion de este paciente podria derivarse en un cambio a otra via de
resistencia (tipicamente Y143R), un cambio de aminoacido en el mismo residuo
(Q148H o Q148K) o el desarrollo de cambios compensatorios, principalmente
G140A/S; la evolucion de este perfil de resistencia seria resultado de la presion
inmune que el paciente tenga sobre el virus y evidentemente de la exposicion que

pudiera tener a RAL.

Se comprob6 con ayuda de centros de salud estatales a través del andlisis de los
expedientes respectivos, que cinco de los seis pacientes portadores de
mutaciones mayores eran virgenes a tratamiento antirretroviral al momento de la
toma de la muestra analizada; por lo que se descarta que estos cambios sean
resultado de la presiobn selectiva ejercida por algin otro medicamento
antirretroviral. El paciente de quien no se tiene la informacién necesaria no era

portador de ninguna mutacién relacionada con resistencia a IP, NRTI o NNRTI.

7.4 ANALISIS DE PRESION SELECTIVA
Aungue la aparicibn de mutaciones en el genoma viral es un fendmeno azaroso,
se ha comprobado que existen algunos factores alternos al virus que favorecen la

aparicion de cambios.

La presion selectiva ejercida por medicamentos antirretrovirales es uno de los
factores mas estudiados. La exposicion prolongada o intermitente de un virus a
cierto farmaco se relaciona con el desarrollo de resistencia y disminucién de la
efectividad. Raltegravir no es un medicamento que se use de forma regular en
nuestro pais, ademas de haberse corroborado que los pacientes incluidos en el

estudio nunca hubieran estado en contacto con el; por lo que encontrar otro factor
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gue pudiera asociarse con la aparicion de un numero sorprendente de mutaciones

de resistencia resulta trascendental.

En la infeccién por VIH, se sabe que la respuesta citotoxica de Linfocitos T CD8+
(CTL) es mayoritaria sobre otros mecanismos de defensa del sistema inmune [58-
60]. Esta respuesta esta mediada por el reconocimiento de epitopos a lo largo del
genoma viral por parte de moléculas de HLA. Las mutaciones de escape que el
virus desarrolla para evadir la respuesta inmune pueden conferir también

resistencia a algunos ARVSs.

En el andlisis que se realizd a este respecto, Unicamente se identifico que la
mutacion E92V estaba dentro de un epitopo reconocido por el alelo B*4403. Este
alelo es medianamente frecuente en la poblacion mexicana pero no ha sido
asociado con efectos protectores o de riesgo en la progresion de la infeccion por
VIH en nuestra poblacion. Debemos recordar que esta mutacion es una variante
muy poco frecuente sobre la que no se tiene mucha informacién, por lo que no
debe descartarse que el desarrollo de resistencia a INSTIs por esta via este

asociado a un alelo epecifico de HLA.

Dado que no se puede explicar la aparicion de todas las mutaciones como
resultado del escape a HLA, y contemplando que existen presiones selectivas
como el reconocimiento de epitopos por pate de linfocitos T CD4+ o anticuerpos,
entre otras, se busco una coincidencia de posiciones bajo presion positiva y
residuos con mutaciones mayores mediante la aplicacion Data Monkey (ver
métodos). Ninguno de los residuos bajo alguna presidén selectiva coincide con
posiciones de resistencia encontradas, por lo que no se pudo explicar la aparicion
de los cambios N155S, Q148R y R263K.

En el caso de la mutacion E138K se observé una asociacion geografica entre los
dos pacientes portadores. Con los analisis descritos no se puede dilucidar si
existe alguna caracteristica étnica o una caracteristica propia de la region que
pudiera relacionarse con el desarrollo de este cambio, pero no debe descartarse.

La aparicibn de este cambio en secuencias evolutivamente relacionadas y
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pacientes de la misma region del pais podria sugerir un efecto fundador

comprobable Unicamente con analisis mas profundos y una cohorte mas amplia.

Los resultados mostrados en el presente estudio deben tomarse con cautela,
primeramente por la distribucién heterogénea de los pacientes, lo cual limita el
establecimiento de relaciones geograficas certeras; y en segundo lugar, por la
cantidad de pacientes incluidos (n=100). A pesar de estos factores, la estadistica
generada a partir de este andlisis nos da una vision preliminar del comportamiento
de la resistencia a inhibidores de Integrasa del VIH-1 circulante en nuestra
poblacién y promueve la realizacion de estudios mas detallados que permitan
establecer el origen de mutaciones tan importantes que no habian sido

observadas con frecuencias importantes hasta el momento.

Es un hecho que los pacientes infectados por VIH-1 en la Republica Mexicana
muestran un patron de resistencia ante diversos ARVs muy distinto al de otras
poblaciones, por lo que es de gran relevancia el ahondar en el analisis de estas
mutaciones mayores para aproximar la causa de su aparicion, ya que su alta
frecuencia podria repercutir en la efectividad de los esquemas actuales de

tratamiento.

La confirmacién de las tendencias aqui presentadas, podria sugerir la inclusién de
una prueba genotipica de resistencia en los estudios primarios de todo paciente
infectado con VIH y la modificacidén de los esquemas terapéuticos en busca de una
mejora de acuerdo a las caracteristicas étnicas y genotipicas especificas de

nuestra poblacion.
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8. CONCLUSIONES

R

En la poblacibn mexicana se observO una prevalencia de mutaciones
mayores de resistencia superior a la reportada en cualquier otra poblacion.
Obteniéndose a nivel poblacional, 5% de resistencia a RALY 6% a EVG.

Se observaron asociaciones filogenéticas que podrian estar relacionadas
con fendmenos de transmisién, tanto en mutaciones menores como en

polimorfismos.

La alta prevalencia de los polimorfismos L1011 y V201l reportada en
poblaciones caucasicas coincidio con la tendencia de la poblacion mexicana.
No debe descartarse un papel relevante de estos cambios en la evolucion

de resistencia a INSTIs.

La presion selectiva ejercida por el sistema inmune podria estar relacionada
con la aparicion de resistencia transmitida, sin embargo se requiere

profundizar en este analisis para establecer una asociacion certera.

No deben descartarse otros fendmenos de presion selectiva como origen de
mutaciones mayores raras que confieren resistencia en virus circulantes en

México ante inhibidores de Integrasa.
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9. PERSPECTIVAS

Debido a la importancia que representa un alto porcentaje de resistencia
transmitida a farmacos de reciente uso, se pretende ampliar la cohorte de estudio
para aumentar el poder estadistico y confirmar las tendencias preliminares

obtenidas.

Algunas de las variantes que se encontraron son mutaciones raras sobre las que
se tiene poca informacion, por lo que se pretende incluir a los virus portadores en
ensayos fenotipicos in vitro de resistencia para definir su impacto en la respuesta

ante inhibidores de Integrasa de primera linea.
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