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INHIBIDORES NO NUCLEOSÍDICOS DE LA RT (INNTR):INHIBIDORES NO NUCLEOSÍDICOS DE LA RT (INNTR): 
Estas drogas son pequeñas moléculas con fuerte 
afinidad por un bolsillo hidrofóbico localizado cerca del 
dominio catalítico de la RT, que actuan generando un 
cambio conformacional en el sitio activo de la enzima. 
De esta forma se reduce la afinidad de los
nucleótidos para unirse a dicho sitio activo y así se 
inhibe el proceso de retrotranscripción en el ciclo 
replicativo. 

INHIBIDORES NUCLEOSÍDICOS /NUCLEOTÍDICOS DE LA RT INHIBIDORES NUCLEOSÍDICOS /NUCLEOTÍDICOS DE LA RT 
(INTR)(INTR)

Estas drogas actuan produciendo “fallas” en la 
síntesis del ADNproviral. Los nucleótidos presentes 
en estas drogas carecen del grupo terminal 3’OH, 
por tanto se interrumpe la incorporación de nuevos 
nucleótidos en la síntesis del ADNc



  



  http://elearning.roche.fr/Rochehiv/Lifecycle/lifecyclePopup.html



  

INHIBIDORES DE PROTEASA.INHIBIDORES DE PROTEASA. 
Estas drogas presentan una fuerte afinidad por el sitio activo de la 
proteasa viral e inhiben la actividad catalítica de la enzima de 
manera altamente selectiva. La inhibición del corte de las 
poliproteínas virales por los inhibidores de la proteasa impide que se 
infecten más células al bloquear su procesamiento en la etapa de 
ensamblado y maduración del ciclo replicativo, impidiendo la 
generación de partículas infectivas.



  

INHIBIDORES DE FUSIÓN:INHIBIDORES DE FUSIÓN: Se unen a la glicoproteína transmembrana (gp41), 
impidiendo la unión del virus a la superficie de las células T, de tal forma evita la 
entrada del virus y el desarrollo de su ciclo replicativo.

INHIBIDORES DE CO-RECEPTORESINHIBIDORES DE CO-RECEPTORES: Son compuestos que actuan formando un 
complejo que interacciona con el co-receptor (ej- CCR5), impidiendo la unión del 
virus al mismo. En este caso la droga actúa sobre una proteína humana (CCR5). 
Se aplica a virus con tropismo R5.

INHIBIDORES DE LA ENTRADA DEL VIRUS A LA CÉLULA:INHIBIDORES DE LA ENTRADA DEL VIRUS A LA CÉLULA:



  



  

INHIBIDORES DE LA INTEGRASA:INHIBIDORES DE LA INTEGRASA: 
Estas fármacos bloquean un paso irreversible en el ciclo de replicación del 
VIH, y sus acciones son independientes de los subtipos de correceptores. 
La inhibición de la integración protege al ADN del huésped contra la 
infección, al inhabilitar al ADNproviral e impedir la producción de virus. 



  

Alta tasa de mutación:
1 nucleótido/genoma/ciclo

Recombinación:
~ 7-30/genoma/ciclo

Rápida replicación:
 4,4 x 1010/ partículas virales/día

COEXISTENCIA DE CUASIESPECIES VIRALESCOEXISTENCIA DE CUASIESPECIES VIRALES

FACTORES DE VARIABILIDAD GENETICA DEL VIH



  

Poblaciones 
de VIH

sensibles 
al  fármaco

Poblaciones
 de  VIH

resistentes
 al fármaco

LA  VARIANTE   RESISTENTE 
SE REPLICA  Y  PREDOMINA

En un paciente coexisten  
cuasiespecies o variantes de VIH

FÁRMACO
ANTIRRETROVIRAL

EL FÁRMACO INHIBE LA 
REPLICACIÓN DE LAS 

VARIANTES SENSIBLES
>20 billones de mutaciones/día 
 en una persona infectada

Todas las mutaciones posibles 
ocurren diariamente

Algunas se seleccionarán
bajo presión farmacológica

Wainberg MA,  2008
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RESISTENCIA A DROGAS ANTIRRETROVIRALES

Presencia de mutaciones en los genes que codifican para las 
proteínas blanco de acción de los ARV, generando un cambio 
fenotípico, que reduce la susceptibilidad del VIH mutado a los ARV, en 
comparación con la susceptibilidad de los virus salvajes.

Disminución de la sensibilidad a una o más drogas determinada por la 
CI50

Debe diferenciarse de otras causas de fracaso terapeútico como:

•Poca adherencia

•Niveles de droga insuficiente

•Regímenes con actividad intrínsicamente débiles



  

Tipos de Resistencia y su interrelación

RESISTENCIA 
PRIMARIA

RESISTENCIA 
SECUNDARIA

RESISTENCIA 
TRANSMITIDA A ARV

•resistencia que aparece 
en personas en TAR, 
debido a mutación del 
VIH wild type  y 
selección de variantes 
resistentes  durante la 
exposición a ARV. 

resistencia en personas sin 
ninguna exposición previa a 
ARV a infección con un virus 
mutante y resistente a los 
ARV (Resistencia 
Transmitida).



  

MUTACIONES PRIMARIAS:MUTACIONES PRIMARIAS: 

Alteraciones en el material genómico del virus que una vez expresadas 
darán lugar a cambios en el sitio activo de la enzima, afectando la 
susceptibilidad  de esta por su sustrato.

MUTACIONES SECUNDARIAS:MUTACIONES SECUNDARIAS:

Mutaciones en el genoma viral que tienden a acumularse en virus que Mutaciones en el genoma viral que tienden a acumularse en virus que 
ya tienen una o más mutaciones primarias.ya tienen una o más mutaciones primarias.

Poseen efecto mínimo o nulo en la magnitud de la resistencia al TAR en Poseen efecto mínimo o nulo en la magnitud de la resistencia al TAR en 
forma aisladaforma aislada



  

Nivel de Resistencia

IC50 IC50 IC50

Baja        Intermedia Alta
3TC AZT/D4T
FTC ABC IP/rit
NVP ddI
EFV TDF
                                             IP

Número de mutaciones

BARRERA GENÉTICA PARA LA RESISTENCIA BARRERA GENÉTICA PARA LA RESISTENCIA 

Dificultad con la que un virus desarrolla resistencia o en términos 
concretos la cantidad de mutaciones necesaria para que una droga 
pierda actividad.



  

TEST DE RESISTENCIA DEL VIH-1



  

ADNproviral

ARNm
Transcripción

Traducción en cadena lineal de AA

Polipéptido
Plegamiento en molécula funcional

ARNv

GENOTIPO

FENOTIPO

Estudio de la Resistencia del VIH-1Estudio de la Resistencia del VIH-1



  

MÉTODOS GENOTÍPICOS: SecuenciaciónMÉTODOS GENOTÍPICOS: Secuenciación

Plasma Extracción 
RNA viral

RT-PCR

cDNA

Amplicones

Cebador marcado  para 
replicación

Cadena a secuenciar

4 mezclas de reacción que incluye 
cada uno de los diferentes ddNTP

que paran la replicación 

Productos de 
la reacción de 
replicación 

Separación de 
productos por 
electroforesis

Electroferograma



  

Método genotípico

•Análisis de secuencias nucleotídicas (regiones implicadas (PR, RT, IN)

•Determinación de mutaciones respecto a las cepas Salvajes (WT)

•Interpretación y relación de mutaciones con familias de fármacos



  

Método genotípico

•Análisis de secuencias nucleotídicas (regiones implicadas (PR, RT, IN)

•Determinación de mutaciones respecto a las cepas Salvajes (WT)

•Interpretación y relación de mutaciones con familias de fármacos



  

M 184 V

Aminoácido 
normalmente 
encontrado en esta 
posición 

Posición del 
codón 
analizado

Aminoácido 
encontrado en 
este virus mutado

atg gtg

Nomenclatura de las MutacionesNomenclatura de las Mutaciones



  

INFORME FINAL
Método genotípicoMétodo genotípico



  

VENTAJAS
•Rapidez
•Menor Costo
•Disponible
•Información completa gen
•Detecta resistencias antes 
del fenotipo 
•Caracterización de los 
patrones de resistencia

DESVENTAJAS

• Necesita al menos 1000
copias/mL 

•Dificultad para detectar mutaciones
 que se encuentran en baja frecuencia 
(<5%)

• No analizan variantes
nuevas, solo subtipo B *

•Dificultad en interpretación

Método genotípicoMétodo genotípico

* En el caso en que solo se use la base de datos que presenta el software del 
fabricante



  

Método FenotípicoMétodo Fenotípico

Define si una cepa de VIH-1 es sensible o resistente a determinado fármaco 
ARV en función de su capacidad de replicación ante concentraciones 
decrecientes del fármaco in vitro. 



  

Ensayo Fenotípico:Ensayo Fenotípico: ANTIVIROGRAM

PACIENTE

PLASMA
(> 200 µl)         RNA cDNA PR/RT GENES

(amplicones)

Aislamiento del gen PR/RT 

extración RT PCR

Plásmido con genoma VIH (excep PR/RT)

Virus WT 

PRO
RT

Delección PRO& RT
genes

Clon proviral deleccionado

Susceptibilidad del ensayo

   Transfección del gen (Electropor)

(MT4)

Virus
 recombinante
 infeccioso



  

Método FenotípicoMétodo Fenotípico

Define si una cepa de VIH-1 es sensible o resistente a determinado fármaco 
ARV en función de su capacidad de replicación ante concentraciones 
decrecientes del fármaco in vitro. 

El resultado que se obtiene se conoce como concentración inhibitoria 50 o 
90%: CI50 – CI90.

•Cultivo de virus en presencia de cada ARV

•Cuantificación de la pérdida de susceptibilidad comparadas con las cepas 
Salvajes (WT)

•Interpretación de la susceptibilidad

Cepa sensible: CI50 hasta 4x el de la cepa referencia (WT)
  
Intermedia: 4-10x

Cepa resistente: >10x 
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Variación Relativa

Wild-type IC50 Resistente IC50

Wild-type
Resistente

          Concentración de fármaco

Variación de la Concentración  (Variación de la Concentración  (fold changefold change))

• IC50 = 50% Concentración inhibitoria
• IC50 PT / IC50 WT  = Variación en la concentración 
• Ejemplo: IC50 PT 5µM, IC50 WT 0.5µM   => Variación en la concentración = 10



  

Método FenotípicoMétodo Fenotípico

VENTAJAS

• Interpretación fácil
• Posibilidad de analizar 

los virus plasmáticos
• Conocer susceptibilidad
   real a varias drogas
• Buena estandarización y 

concordancia entre las 
pruebas

DESVENTAJAS

• Mayor tiempo de realización
• Mayor costo
• Infraestructura más compleja
• Personal altamente capacitado
• Deficiencia en análisis de
   especies minoritarias



  

Routine 
Patient Isolates

Cohort &
Clinical Studies

Research
Collaborations

> 75,000

Viral Repository  ( > 200,000 plasma samples )

Genotypic Data Phenotypic Data

> 230,000

PK / PD Database
Clinical Outcomes Database

Matched Geno/Pheno  (45,000)
vircoTYPE  ReportSequence

………..CAAATGAAA
GATTGTACTGAGAG
ACAGGCTAATTTTT
TAGGGAA…………..

Virco’s Databases
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