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INHIBIDORES NO NUCLEOSIDICOS DE LA RT (INNTR):

Estas drogas son pequefias moléculas con fuerte
afinidad por un bolsillo hidrofébico localizado cerca del
dominio catalitico 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

nucleotidos para unirse a dicho sitio activo y asi se
inhibe el proceso de retrotranscripcion en el ciclo
replicativo.

INHIBIDORES NUCLEOSIDICOS /NUCLEOTIDICOS DE LA RT
(INTR)

Estas drogas actuan produciendo “fallas” en la
sintesis del ADNproviral. Los nucleodtidos presentes
en estas drogas carecen del grupo terminal 3’'OH,
por tanto se interrumpe la incorporacion de nuevos
nucledtidos en la sintesis del ADNc
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INHIBIDORES DE PROTEASA.

Estas drogas presentan una fuerte afinidad por el sitio activo de la
proteasa viral e inhiben la actividad catalitica de la enzima de
manera altamente selectiva. La inhibicion del corte de las
poliproteinas virales por los inhibidores de la proteasa impide que se
infecten mas células al bloquear su procesamiento en la etapa de
ensamblado y maduracion del ciclo replicativo, impidiendo la
generacion de particulas infectivas.



INHIBIDORES DE LA ENTRADA DEL VIRUS A LA CELULA:

Unidn Unién Fusién
VIH-CD-4 | ——y- o eceptor 0 T—- VIH-CD-4

Antagosnistas
Correceptores:
maraviroc, vicriviroc.

Enfuvirtida

CCR5/CXCR4 Membrana celular

INHIBIDORES DE FUSION: Se unen a la glicoproteina transmembrana (gp41),
impidiendo la union 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-RECEPTORES: Son compuestos que actuan formando un
complejo que interacciona con el co-receptor (ej- CCRS), impidiendo la union del
virus al mismo. En este caso la droga actua sobre una proteina humana (CCRS5).
Se aplica a virus con tropismo R5.
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INHIBIDORES DE LA INTEGRASA:

Estas farmacos bloquean un paso irreversible en el ciclo de replicaciéon del
VIH, y sus acciones son independientes de los subtipos de correceptores.
La inhibicidon de la integracion protege al ADN del huésped contra la
infeccion, al inhabilitar al ADNproviral e impedir la produccién de virus.



FACTORES DE VARIABILIDAD GENETICA DEL VIH
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COEXISTENCIA DE CUASIESPECIES VIRALES



FARMACO
ANTIRRETROVIRAL

\

En un paciente coexisten
cuasiespecies o variantes de VIH

Poblaciones EL FARMACOI INHIBE LA
> de VIH REPLICACION DE LAS i
sensibles VARIANTES SENSIBLES en una persona infectada

ﬂ al farmaco

>20 billones de mutaciones/dia

Todas las mutaciones posibles
ocurren diariamente

Algunas se seleccionaran
bajo presion farmacolégica

Wainberg MA, 2008

Poblaciones : |
®- deVvH ®
resistentes LA VARIANTE RESISTENTE
D al farmaco SE REPLICA Y PREDOMINA
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RESISTENCIA A DROGAS ANTIRRETROVIRALES

v'Presencia de mutaciones en los genes que codifican para las
proteinas blanco de accion de los ARV, generando un cambio
fenotipico, que reduce la susceptibilidad del VIH mutado a los ARV, en
comparacion con la susceptibilidad de los virus salvajes.

v'Disminucion de la sensibilidad a una o mas drogas determinada por la
Cl
50

v'Debe diferenciarse de otras causas de fracaso terapeutico como:
*Poca adherencia
*Niveles de droga insuficiente

*Regimenes con actividad intrinsicamente débiles



Tipos de Resistencia y su interrelacion

resistencia en personas sin
ninguna exposicion previa a
RESISTENCIA ARV a infeccién con un virus

PRIMARIA mutante y resistente a los
ARV (Resistencia
Transmitida).

resistencia que aparece
en personas en TAR,
RESISTENCIA debido a mutacion del
SECUNDARIA VIH wild type 'y
seleccidon de variantes
resistentes durante la

exposicion a ARV.




MUTACIONES PRIMARIAS:

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

MUTACIONES SECUNDARIAS:

Mutaciones en el genoma viral que tienden a acumularse en virus que
ya tienen una o0 mas mutaciones primarias.

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



BARRERA GENETICA 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.

Nivel de ncia

‘ IC. %

Numero de mutaciones >
Baja Intermedia Alta
3TC AZT/DAT
FTC ABC |P/rit
NVP ddl
EFV TDF

IP



TEST DE RESISTENCIA DEL VIH-1



Estudio de la Resistencia del VIH-1

ADNproviral
ARNY J Transcripcion ARNM
/ lTraduccién en cadena lineal de AA
GENOTIPO — —Wem wmmmms Polipéptido
l Plegamiento en molécula funcional

FENOTIPO

v




METODOS GENOTIPICOS: Secuenciacién

<Xx>o Cebador marcado para
% replicacion
RT-PCR 0008000

Plasma Extraccion cDNA (XX)O

Cadena a secuenciar

N

RNA viral
Amplicones 4 mezclas de reaccién que incluye P"”‘Ef DINA
cada uno de los diferentes ddNTP = e
que paran la replicacion - / : N,

4 o
. e
ntr Productosde r(?(?liii(l)zn 0:
Primar lareaccionde . .. p Pe
Sequence replicacion Tl electroforesis
Primer
CATAGCTGTTTCCTGTGTGA AA

Primer

Oligonucleatide length



Método genotipico

* Analisis de secuencias nucleotidicas (regiones implicadas (PR, RT, IN)
*Determinacion de mutaciones respecto a las cepas Salvajes (WT)

*Interpretacion y relacion de mutaciones con familias de farmacos

ﬂ:{;ﬂqnl Silent

— Mutation
A, =Y AT —_— A, A A
Point + + + + & +
PMutation b O = K S
(Lys) d{Asp) (Ser) (Lys) {Sear)
AAs GAC  AGT —_— AAA GAC AGT
Insertion + + + + + + +
= 1) S B =

(Lys) (Aspd {(Sar) fLws) (Ser)



Método genotipico

* Analisis de secuencias nucleotidicas (regiones implicadas (PR, RT, IN)

*Determinacion de mutaciones respecto a las cepas Salvajes (WT)

*Interpretacion y relacion de mutaciones con familias de farmacos

BaselCall :Sample12 Region: Protaase

W BrasaCalling e | Analysis | M
AGHAGA TG A LA G | AGA A LAATGEAR e l,. N ﬁ ]
?I |I | i { \ A\ |" ,, AT .'I f
I | | | |I | | I I|.|
JI | .Hlf\ |II 7 ,'I II f i ,II I \ L !\ ] JII 1 |II \
bF'r{:teB.seI; * LS 8 ____._A-&L ot _ L
I I
Ao ?U G r AGATGAT A }'*.- AGT A G G.I A AT GA R G &R r
| 5 | \ il
III Ir|I ||I J|II III, /f‘ II';I .I | 'r I. J|I | F/ﬂll',ll 'II |
goh { | i |
3 Prodesse . o l'\v)g lll'*—»—f" l"-\__ __/JI I"‘\-_._ __,J-"' l\'\-—/'lll Ik = --"'-_‘\\.___.Jl'i.
|
Codomn : L1181 182 183 184 185 186 187 188 18% 130 19591 132
Ref Seq: . TAT CAA TAC ATG GAT GAT TTG TAT GTA GGA TCT GAC.
¥ Q Y M D D L Y W = S n
Pt Seqg: _TAT CAAR TAC GCGTA GAT GAT TTG TAT GTA GGA TCOT GAC.
¥ Q Y W D D L Y W = b= 0




Nomenclatura de las Mutaciones

ag M 184V 99

|

Aminoacido Posicion del Aminoacido
normalmente coddn encontrado en
encontrado en esta analizado este virus mutado

posicion



Método genotipico
INFORME FINAL

TRUGENE® HIV-1
Reglas GuideLines™ 12.0
INFORME DE RESISTENCIAS
ID. Muestra:

ID. Paciente: PANEL 3

Nombre Paciente:
Fecha Extraccion:

Médico:

Centro:

Fecha Informe: Miér 08 ago 2007 16:08:24 GMT-0300

Mutaci de RT iadas ar ia: M41L*, E44D, V1081, M184V*, L210W*, T215Y*

es nucleosidi y leotidi de la RT Interpretacion de las
zidovudina (AZT) Posible resistencia
didanosina (ddl) Resistencia
lamivudina (3TC)/emtricitabina (FTC) Resistencia
estavudina (d4T) Posible resistencia
abacavir (ABC) Resistencia
tenofovir (TDF) Resistencia
Inhibid no I di delaRT Interpi ion de las resistencia
nevirapina (NVP) No hay pruebas de resistencia
efavirenz (EFV) No hay pruebas de resistencia
Mutaci de PR iadas a resistencia: 113V*, K20R*, M36I*, 162V*, L63P*

Inhibidores de la proteasa Interpretacion de las resistencias

saquinavir + ritonavir (SQV/r) No hay pruebas de resistencia
indinavir (IDV) No hay pruebas de resistencia
IDV/r ** No hay pruebas de resistencia

nelfinavir (NFV) No hay pruebas de resistencia
amprenavir (APV)/fosamprenavir (FPV) No hay pruebas de resistencia

APV/r or FPV/r ** No hay pruebas de resistencia
lopinavir + ritonavir (LPV/r) No hay pruebas de resistencia
atazanavir (ATV) No hay pruebas de resistencia

atazanavir + ritonavir (ATV/r) **
tipranavir + ritonavir (TPV/r)
darunavir + ritonavir (DRV/r)

No hay pruebas de resistencia
Posible resistencia
No hay pruebas de resistencia

** Inhibidores de la proteasa administrados con ritonavir en dosis bajas como refuerzo farmacolégico.

La interpretacion de la resistencia se fundamenta en la interpretacién de los datos in vitro & in vivo por parte de un grupo internacional de expertos
(Grupo de Consenso), incluidos los datos fenotipicos y de respuesta virologica disponibles desde Junio de 2006 para correlacionar las secuencias de la
proteasay laRT con la resistencia a antirretroviricos. Comprenden las mutaciones primarias y secundarias

* Los codones mercados con un asterisco guardan relacién con los comentarios en cursiva de las secciones sobre detalles de las mutaciones,

Firma: Fecha:

Nombre: Cargo:

Las decisiones relativas al tratamisnto deben adoptarse terisndo en cuenta todos los datos ciinicas y de laboratoria pertinentes, asi como la informatién para la prescripcidn de las fémacos en cuestién
Elinforme de resistencia de la prueba de genotipado del VIH-1 de TRUGENE® sigue las reglas de las GuideLines™ (normas) elaboradas por un grupo internacional de expertos
Los resultados obtenidos con métodos de andlisis o herramientas de interpretacion diferentes no son intercambiables.
Para diagnéstico in vitro. Analisis del genotipo del VIH-1 por secuenciacién del ADN.
DR 3.8 IVD (2007/01/05) GuideLines™ 12.0 (2006/06/17) © 2006 Bayer HealthCare LLC. Reservados todos los derechos.

GeneObjects™ 3.2 (2002/12/17) / TRUGENE_HIVA_G12.gnl (2006/10/27) Pagina 1 de 4




Método genotipico

VENTAJAS

*Rapidez

*Menor Costo

*Disponible

*Informacion completa gen

*Detecta resistencias antes
del fenotipo

*Caracterizacion 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 interpretacion

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

fabricante



Método Fenotipico

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



Ensayo Fenotipico: ANTIVIROGRAM

(T—?O%N:f RNA — cDNA — PR/RT GENES

) (amplicones)
extracion RT  PCR
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Método Fenotipico

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

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

* Cultivo de virus en presencia de cada ARV

* Cuantificacion de la pérdida de susceptibilidad comparadas con las cepas
Salvajes (WT)

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

Cepa resistente: >10x



Variacion de la Concentracidon (fold change)

100

9
g
>
o — Wild-type
§ 50 [~ \Variacion-Relativa — Resistente
£ s
< :
2 |
o !
2 .
Ll :

0 :

Wild-type IC,, Resistente IC5, Concentracion de farmaco

« 1C,,=50% Concentracion inhibitoria
IC,, ./ IC,, s = Variacion en la concentracion
- Ejemplo: IC,, ., 5uM, IC,,,;0.5puM => Variaciéon en la concentracion = 10



Método Fenotipico

VENTAJAS DESVENTAJAS

- Mayor tiempo de realizacion
- Mayor costo

- Interpretacion facil
- Posibilidad de analizar

los virus plasmaticos - Infraestructura mas compleja
. Conocer susceptibilidad - Personal altamente capacitado
real a varias drogas - Deficiencia en analisis de
. Buena estandarizacién y especies minoritarias

concordancia entre las
pruebas



Virco’s Databases

Genotypic Data Phenotypic Data
Sequence vircoTYPE Report
........... CAAATGAAA ~——3t Matched Geno/Pheno (45,000) |—
GATTGTACTGAGAG
ACAGGCTAATTTTT

TAGGGAA..............
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