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Resumen En esta revision, se resume el rol de la integrasa en
la infeccion por VIH-1, el mecanismo de los inhibidores de la
integrasa y la resistencia, con énfasis en el Raltegravir (RAL),
el primer inhibidor de la integrasa autorizado para tratar la

infeccion por VIH-1.
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Introduccion

La replicacion de todo retrovirus, incluyendo el Vi-
rus de la Inmunodeficiencia Humana Tipo 1 (VIH-1),
requiere la presencia de tres enzimas virales: la
transcriptasa reversa (RT), la proteasa (Pr) y la
integrasa (In). El desarrollo de inhibidores de la
transcriptasa reversa y de la proteasa, y su ulterior
inclusion en regimenes de drogas combinadas que
aumentan la eficacia y la durabilidad general de la
terapiarevolucionaron el tratamiento de lainfeccién
por VIH a mediados de la década del '90. Como la
ultima de las tres enzimas esenciales del VIH-1, a la
integrasa se la consideré como un blanco atractivo
parael desarrollo de drogas antirretrovirales, al igual
que la proteasa y la transcriptasa reversa, pero fue
reciéndespuésde unadécada que el primerinhibidor
de la integrasa, raltegravir (RAL, MK-0518) logro la
aprobacién regulatoria (1), mientras que los demas
inhibidores de la integrasa, el elvitegravir (EVG, GS-
9137, JTK303) y el soltegravir (S1360) se encuentran
aunensuetapadedesarrolloclinico. En estarevision,

ofreceremos un panoramageneral de la biologiayla
bioquimica de los inhibidores de la integrasa y una
actualizacion de lo que entendemos actualmente
respecto de la resistencia de esta novisima clase de
agentes antirretrovirales.

El rol de la integrasa
en la replicacion del VIH-1

La integrasa media en la insercidon o integracién
irreversible del ADN del VIH-1 en el ADN gendmico
del huésped (revision en 2, 3, 4). La integracion se
requiere para mantener al genoma del VIH-1 en la
célula infectada y para que haya una expresion efi-
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ciente de todas las proteinas virales permitiendo la
generacion de nuevos virus. La integrasa media en
las tres etapas muy especificas y coordinadas que se
requieren paralaintegracion (Figura 1). Inicialmente,
laintegrasa ensamblaen secuencias especificas den-
trode laregionterminal repetida larga (LTR) de cada
uno de los extremos del ADN del VIH-1 que ha sido
retrotrascripto en su totalidad. En el contexto de este
complejo (denominado complejo pre-integracion o
PIC), laintegrasa cataliza entonces las subsiguientes
reacciones enzimaticas: procesamiento final de 3’,
que elimina el dinucledétido terminal 3’ de cada uno
de los extremos del ADN viral y la transferencia
de cadenas que se produce por el acoplamiento
covalente del ADN viral con el ADN del huésped (5).
Hasta la fecha, todos los inhibidores de la integrasa
en desarrollo clinico tienen como blanco especifico
la reaccién de la transferencia de cadenas (6,7, 8) vy,
porende, selosllama, alternativamente, inhibidores
de la integrasa (INIs) o, mas especificamente, inhi-
bidores de transferencia de cadenas (InSTls). En el
contexto del proceso de infeccién viral, la inhibicidon
de la integracion trae aparejado un bloqueo irrever-
sible a la replicacién del VIH-1, ya que el ADN viral
no integrado se ve sujeto al metabolismo de una
diversidad de enzimas celulares (Figura 1). Aunque
la mayoria del ADN viral no integrado se degrada,
los procesos de recombinacion y reparacion celular
también pueden generar subproductos circulares
del ADN de 1y 2 LTRs. Primeramente, estos circu-
los se describieron como virus VIH-1 de integracién
defectuosa pero, actualmente, constituyen una ca-
racteristica distintiva del efecto de los inhibidores
de la integrasa, tanto in vitro como in vivo (11, 12).

La bioquimica de los inhibidores
de la integrasa

Los inhibidores de la transferencia de cadenas de la
integrasa, o InSTls, tienen un efecto minimo sobre
la integracion del complejo ADN de la integrasa o
sobre la reaccién en el proceso final de 3'. Su efecto
selectivo sobre la reaccion de transferencia de ca-
denas es el resultado directo de un mecanismo de
accion ahora bien definido en el que el inhibidor:
1) se acopla solamente al complejo especifico entre
la integrasa y el ADN viral y no a la integrasa en au-
senciadel ADN;y 2)interactiaconlos dos cofactores
esenciales del iébn magnesio en el sitio activo de la
integrasa, post-ensamblaje (13). Por lo tanto, todos
los InSTls tienen dos componentes esenciales en su
estructura quimica, un farmacéforo que secuestra
al magnesio del sitio activo y un grupo hidrofébico
que interactua con el ADN viral y con la enzima del
complejo (Figura 2). La porcion de unién al metal de
estos compuestos es absolutamente esencial parala
inhibicién, mientras que el componente hidrofébico
de esta estructuraquimicaesel principal responsable
de aumentarlaafinidady laespecificidad delinhibidor
en el complejo del ADN - integrasa (14). La reciente
co-cristalizacion del complejo ADN - integrasa del
virus espumoso, o intasome, con RAL y EVG (15)
corrobora muchas de las observaciones bioquimicas
originales que condujeron a este modelo y provee
una base estructural para comprender la amplitud
de la actividad antiviral que se ha observado en los
InSTls sobre todos los subtipos de VIH-1, como asi
también otros retrovirus, incluyendo el HIV-2 y el
XMRYV (16, 17,18, 19, 20, 21, 22). En la estructura del
co-cristal, la arquitectura general y los aminoacidos
dentro del sitio activo del virus espumoso intaso-
me se encuentran altamente conservados en otras
integrasas retrovirales, como asi también lo estan
las interacciones inmediatas de los alrededores con
los InSTls.

Figura 1. Representacion esquematica del proceso de integracion en
multiples etapas.

Figura 2. Modelo de interacciones de InSTls con el sitio activo de la
integrasa (basado en Grobler, Stillmock et al. 2002).
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La sorprendente conservacion de las interacciones
del sitio activo en el intasome seria consistente con
la observacion de que las mutaciones que generan
resistencia a los InSTls no parecen estar presentes
basalmente como polimorfismos en las cuasiespecies
del HIV-1 en pacientes sin experiencia en inhibido-
res de la integrasa (23, 24, 25). No se ha detectado
resistencia basal al RAL en varios de los estudios
realizados, incluso al analizar los subtipos B y no-B.
Tampoco se han detectado mutaciones primarias
de InSTls en individuos sin experiencia con InSTls,
independientemente de su exposicion a otros agentes
antirretrovirales o a la duracion de la enfermedad
por HIV-1. Sin embargo, se producen naturalmente
polimorfismosdel InSTIcomo puede observarse para
todas las proteinas del HIV-1, particularmente en pa-
cientes con infeccion por virus de subtipo no-B (19).
La consecuencia clinica de los polimorfismos de la
integrasa en la respuesta y en la resistencia de los
InSTls esta aun por determinarse, aunque la limita-
da informacién con que se cuenta hasta al presente
sugiere que no hay diferencia en la respuesta clinica
generalal RALentre lasinfecciones por HIV-1 subtipo
By no-B(18). Los estudios en los que se ha evaluado
invitrolasusceptibilidad al RALy al EVG, empleando
grandes paneles de aislamientos clinicos con multi-
ples subtiposde HIV-1,también han demostrado que
el numero de cambios en la IC50 a estos inhibidores
estan por debajo del umbral bioldgico (26). Ademas,
los virus HIV-1 del grupo O y HIV-2, que muestran
una significativa heterogeneidad en el gen de la in-
tegrasa en comparacion con los virus del grupo M,
evidencian una similar susceptibilidad al RAL.

El mecanismo de acciéncomuny el conservado modo
deuniondelosInSTIstienetambiénsusimplicancias
cuando setratade comprenderlaresistenciacruzada
dentro de la clase. En principio, las mutaciones de
resistencia pueden afectar ala interacciones entre el
farmacoéforo acopladorde metalesy el magnesioenel
sitio activo de la integrasa o, afectar directamente, a
lasinteracciones entre los grupos dependientesen el
inhibidory laenzimay el ADN viral. Las mutaciones
que generan resistencia a los InSTls casi siempre se
ubican dentro del sitio activo de la integrasa, cerca
de los residuos aminoacidicos que coordinan a los
cofactores esenciales del magnesio (27, 15), en lugar
de afectar las interacciones con la enzima del ADN
viral. Dada la naturaleza critica de los cofactores
metalicos en relacion a la funcion de la integrasa,
estas mutaciones tienen un efecto pernicioso sobre
la actividad enzimaticay lareplicacién viral. No obs-
tante, estas mutaciones también generan una signi-
ficativa resistencia cruzada y, aunque los diferentes
InSTIstienen distinta resistencia, hay un significativo

solapamiento en la resistencia a muchos de estos
inhibidores (28, 29).

Resistencia a los InSTls
in vitro e in vivo

Actualmente, ya se hadocumentado el desarrollo de
resistencia aInSTls estructuralmente diversos, tanto
in vitro como in vivo (11, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36,
37, 28). In vitro, se ha demostrado que la seleccidon
deresistenciarequiere multiples pasajes de HIV-1en
cultivo celular, posiblemente como resultado tanto
delaacumulaciénsecuencial de mutacionescomo de
lareducida adaptabilidad de estos mutantes (30, 31).
Mientras que los diversos InSTls pueden seleccio-
nar distintas mutaciones, casi todos los residuos
de aminoacidicos relacionados con la resistencia a
los InSTIs se localizan dentro del sitio activo de la
integrasa cercano a los residuos aminoacidicos que
participanenlacoordinacion de los cofactores meta-
licos, lo que es consistente con un mecanismo comun
de secuestro de metales (8). Es importante que la
resistencia alos InSTls no afecta a la susceptibilidad
a otros agentes antirretrovirales, incluidos los Pls,
NNRTIs, NRTls y las distintas clases de inhibidores
de la entrada.

La seleccion de resistencia a los primeros y proto-
picos inhibidores de la integrasa y el desarrollo de
candidatos clinicos ha permitido identificar a toda
una variedad de vias genéticas que son definidas
por una Unica caracteristica o distintiva mutacion
de resistencia (38, 39). En los ensayos clinicos, se
han observado tres vias mutacionales primarias
que confieren un alto nivel de resistencia al RAL:
1) N155H en combinaciéon con L74M, E92Q o G163R,
2)Q148H/R/K con E138K 0 G140S/Ay 3) Y143R/C mas
otras mutaciones (40). Para el RAL, estos patrones
generales se han confirmado en una diversidad de
estudios de cohortes (41, 42). En cuanto al EVG, en
pacientes que experimentaron fallas en el tratamien-
to se seleccionaron también virus con mutaciones
en E92Q, E138K, Q148H/R/K y N155H, asi como en
otras mutaciones (32, 33). In vitro, se ha demostrado
que otros InSTls seleccionan distintas mutaciones,
incluyendo S153Y (27). A pesar de que la magnitud
en general del efecto de toda mutacién individual
especifica puede variar para los distintos InSTls,
hay considerable coincidencia entre los patrones de
resistenciadelosInSTls, incluyendo los tres actuales
candidatos clinicos (Figura 3).
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Figura3.Resistenciayresistencia cruzada entre InSTIs (RAL,EVG y GS5172).
El efecto de las mutaciones asociadas a resistencia (RAMS) del RAL
en la actividad antiviral in vitro a través de mutaciones de sitio-dirigido.

Con el RAL, la mutacion N155H confiere una pérdida
de sensibilidad superior a 10 veces, mientras que las
mutaciones Q148H, Q148K y Q148R confieren una
resistencia mayor entre 20 - 40 veces. Entre otros
cambios aminoacidicosindividuales estudiados, s6lo
el Y143R le confirié al RAL una resistencia superior a
las 10 veces. Todas las demas sustituciones (E92Q,
T97A, V1511, G140A, G140S) han tenido efectos sig-
nificativamente menores (menos de 4 veces). Dada
la frecuencia con la que se los ha observado, tanto
en ensayos clinicos como en estudios de cohortes y
laobservaciénde que cadauna de estas mutaciones,
individualmente, confiere una pérdida de suscepti-
bilidad al RAL superior a 10 veces, las mutaciones
de Y143, Q148 y N155 se consideran “mutaciones
primarias”, mientras que las demdas mutaciones
que confieren un cambio limitado en la suscepti-
bilidad al RAL y que aparecen casi exclusivamente
en el contexto de estas sustituciones “primarias”
se consideran como mutaciones “secundarias”.
Sin embargo, debe hacerse notar que puede haber
efectos de contexto adicionales que contribuyan a
la resistencia y que la magnitud del efecto tanto de
mutaciones individuales como multiples de InSTls
puede variar en los aislamientos clinicos.

Se hademostrado que laevolucién de las mutaciones
secundarias en el contexto de una mutacion primaria

incrementa el nivel de resistencia general al RAL
tanto en el contexto de mutantes sitio-dirigidos como
en aislamientos clinicos (40) (Figura 4). El agregado
de L74M, E92Q, T97A, Y143H, E92Q+T97A, V151l o
G163R al N155H incrementa la IC50 a RAL entre 10
veces (N155H solo) a tanto como 100 veces (rango:
20 a >100 veces). El agregado de la mutacién G140
a Q148R o H aumenta la resistencia de una manera
sorprendentemente especifica; exhibiendo un au-
mento en la resistencia de 405 y 521 veces mayores
paraG140S/Q148Ry G140S/Q148H, respectivamente.

Figura 4. Efectos de las mutaciones de resistencia sobre la actividad
del RAL y la capacidad de replicacién viral medidos en un ensayo de
infectividad por HIV-1 de ciclo Gnico.

Dada la naturaleza muy conservada de los residuos
de aminoacidicos relacionados con la resistencia
primaria al RAL, no sorprende que los virus con es-
tas mutaciones evidencien una reducida capacidad
de replicacion (40 a 60% de tipo salvaje) (Figura 4).
En cambio, contrastando con lo observado de que,
generalmente, las mutaciones secundarias incre-
mentan el nivel de resistencia al RAL cuando se las
combina con mutaciones primarias, el efecto de
las mutaciones secundarias sobre la capacidad de
replicacion de virus con mutaciones InSTI primarias
puede variar significativamente. Aunque, en la ma-
yoria de los casos, las mutaciones secundarias no
tienen efecto alguno oreducen aiun maslacapacidad
de replicacién, un caso sorprendente, el agregado
de la mutacion secundaria G140S a la Q148H com-
pensa los defectos en capacidad de replicacion de
esta ultima (Figura 4). Es factible que esto ultimo
sea la causa de lo observado respecto a que, tanto
en estudios clinicos como en estudios de vigilancia,
la G140S/Q148H sea la combinacion observada con
mayor frecuencia en pacientes con resistencia ge-
nuina y en fallo con RAL.
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En pacientes con fallo viroldgico y resistencia al
RAL, los virus con mutaciones Q148H resultan mas
adaptados que aquellos con mutaciones N155H (43).
La genotipificacién longitudinal ha demostrado
que, cuando la resistencia al RAL evoluciona con
la mutacién Q148H, el genotipo de la integrasa se
mantiene estable en el tiempo aun cuando a los pa-
cientes se les siga administrando RAL. En cambio,
los virus N155H son frecuentemente reemplazados
por virus con mutaciones Q148H posiblemente
presentes tempranamente o durante el fallo en las
cuasiespecies. Se hademostrado que las mutaciones
N155H y Q148H tienen lugar en virus distintos en
estos pacientes. En ultima instancia, la aparicién de
una poblacion dominante de Q148H a partir de tales
mezclas demuestra que, en presencia del RAL, las
variantes de la Q148H tienen una ventaja competi-
tiva con respecto a los mutantes N155H debido a la
significativa diferencia en capacidad de replicacién
entre estas dos vias.

A pesar de que la capacidad de replicacion puede
desempenar un rol en la seleccién de la via, la
adquisicion de mutaciones de InSTls en casos de
fracaso con el RAL se ve dirigido, principalmente,
por la seleccion de mayores niveles de resistencia.
Una vez producido el fallo virolégico, el nivel ge-
neral de resistencia al RAL tiende a aumentar con
el tiempo (41). En muchos pacientes, la cantidad
de mutaciones para resistencia de la integrasa se
incrementa con el tiempo, correlaciondndose con
un mayor nivel de resistencia. En otros pacientes,
se observé el cambio de lavia N155H (generalmente
conresistenciade menor nivel) a variantes Q148/K/R
asociadas con una resistencia de mayor nivel. La ca-
pacidad de replicacion de los virus con Q148R o K
mas mutacion(es) secundaria(s) es similaraladelos
virus con N155H mas mutacion(es) secundaria(s),
por lo que el cambio de poblaciéon en estos pacien-
tes se explica mejor por la presiéon de seleccion que
requiere un mayor nivel de resistencia.

Observaciones clinicas:
falla virologica y resistencia

Varios estudios recientes han demostrado que una
proporcion sustancial de las fallas virolégicas en
pacientes tratados con RAL se produce en ausencia
de mutaciones de InSTls (41, 42, 44). Incluso entre
una cohorte de sujetos altamente experimentados
en tratamiento con regimenes conteniendo RAL,
el fallo con integrasa de tipo salvaje fue relativa-

mente comun (particularmente durante el fallo
precoz); sin embargo, altos niveles de resistencia a
los InSTls puede aparecer en sujetos en los que en
el contexto del fallo virolégico contindian con RAL.
En varios reportes, se ha descripto la evolucion
de las mutaciones de resistencia bajo permanente
presién con RAL y en ausencia de supresion viral
completa (39, 41). En ensayos clinicos de fase Il y Il
de RAL, las poblaciones virales que contenian mezcla
de aminoacidos en posiciones 155 y 148, evolucio-
naron a una poblacidén con variante 148 dominante.
Enalgunosfallos precoces del tratamiento, se obser-
vO que poblaciones virales conteniendo sélo N155H
se cambiaban a poblaciones virales con Q148R o H.
Estudios de casos, han documentado la evolucion
de N155N/H a Q148H o de N155H a Y143R en sujetos
con supresion viral incompleta (45). La observacion
de la evolucién de la resistencia alos InSTls durante
fallos virologicos puede sugerir que la permanencia
en un régimen con RAL podria comprometer el uso
de futuras opciones terapéuticas dentro de la clase
de los InSTls. Sin embargo, algunos estudios han
sugerido que el RAL puede tener ventajas inmuno-
l6gicas y virologicas persistentes, incluso después
del desarrollo de resistencia (41). Dado el diferente
impacto general sobre la capacidad de replicacion
viral y distintiva trayectoria evolutiva de cada via
de resistencia, continuar con RAL en pacientes que
tienen limitadas opciones de una supresion viral
completa continla siendo una pregunta desafiante
y que depende tanto la via especifica de resistencia
a los InSTIs como de la situacion clinica especifica
del paciente. Es interesante hacer notar que, en el
estudio Coronet —para el que se recabaron datos
de multiples centros de toda Europa—, de las tres
principalesvias de resistencia al RAL, se encontraron
N155Hy Y143R/CtantoenlossubtiposBcomoenlos
no-B, mientras que la Q148H/R/K era menos comun
enlossubtipos no-B. Serequieren ulteriores estudios
para determinar como el desarrollo de resistencia
al RAL a través de distintas rutas de resistencia se
puede ver influenciada por el contexto genético y
si estas diferencias van a tener su impacto sobre la
capacidad general para reciclar los actuales inhibi-
dores de la integrasa o van a tener su influencia en
la respuesta a agentes de la proxima generacion en
esta clase.

Resumen

El primerinhibidor de la integrasa, RAL, fue presen-
tado en 1997 y, actualmente, esta aprobado para
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el tratamiento de pacientes tanto experimentados
como virgenes de tratamiento. Actualmente, se esta
avanzando en el desarrollo clinico de un numero
limitado adicional de inhibidores de la integrasa,
habiéndose publicado una gran variedad de InSTls
quimicamente diversos en la reciente literatura
cientifica y de patentes. Estos inhibidores presentan
un mecanismo comun que incluye su acoplamien-
to al magnesio del sitio activo en el complejo del
ADN-integrasa. Debido a la manera comun en que
los InSTls se acoplan al magnesio dentro del sitio
activo de la integrasa, se observa solapamiento en
la resistencia con muchos compuestos de esta clase
y hay una sustancial resistencia cruzada entre los
agentes RAL y EVG de primera generacion, tanto
in vitrocomo in vivo. En los pacientes con infeccién
por HIV-1, la resistencia al RAL puede evolucionar
a través de multiples vias genéticas independientes
caracterizadas por mutaciones distintivas en uno de

tres residuos activos del sitio (S143, N155 y Q148)
y por la acumulaciéon, paso a paso, de mutaciones
secundarias que conducen a un alto nivel de resis-
tencia. Aunque, en general, el RAL y los InSTls son
activos conrespecto adiversos subtipos de HIV-1 (46)
y auna amplia variedad de retrovirus, incluyendo el
HIV-2 y el XMRYV, es necesaria la realizacion de mas
trabajos para llegar a comprender el desarrollo de
la resistencia en diversos escenarios genéticos del
HIV-1vy los efectos de contexto que pueden tener in-
fluenciaenlaevolucion delaresistenciaalosInSTls.
La comprension de los mecanismos que subyacen a
laresistenciay lareciente co-cristalizacién del RALy
el EVG con el virus espumoso intasome va a ser de
utilidad en los esfuerzos futuros para el desarrollo
de drogas destinados a identificar InSTIs novedosos
con los que se pueda hacer frente al surgimiento
de resistencia a InSTls de primera generacién en
pacientes portadores de HIV-1.
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Summary This review will summarize the role of integrase in

HIV-1 infection, the mechanism of integrase inhibitors and re-
sistance with an emphasis on Raltegravir (RAL), the first inte-
grase inhibitor licensed to treat HIV-1 infection.
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