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Presentacion

PRESENTACION

La tesis doctoral que aqui se presenta ha sido realizada en el Servicio de
Enfermedades Infecciosas del Hospital Universitari Vall d’Hebron, adscrito a la
Facultad de Medicina de la Universitat Autbonoma de Barcelona, bajo la direccion del
Profesor Albert Pahissa Berga y del Doctor Esteve Ribera Pascuet.

La tesis doctoral se presenta como un compendio de publicaciones segun la
normativa aprobada por la Comision de Doctorado de la Universitat Autbnoma de
Barcelona.

El trabajo consta de los siguientes apartados: Introduccion, Justificacion e
Hipotesis,  Objetivos, Resultados, Discusion, Conclusiones, Referencias
Bibliograficas y Anexos. En la Introduccion se tratan los aspectos mas relevantes
sobre las alteraciones del tejido adiposo y 6seo en el paciente VIH, describiendo la
fisiopatologia, el diagndstico y los estudios mas relevantes publicados al respecto en
el momento de disefar cada uno de los estudios que conforman la tesis doctoral. En
este apartado se comentan los dos articulos (LIPOTEST y RECOMB) de la misma
linea de investigacion en los que el doctorando ha participado y figura como tercer
autor y que estan incluidos como anexos en la presente tesis doctoral. El apartado
de Resultados consta de dos articulos originales y un articulo de revision, que
conforman esta tesis por compendio de publicaciones. En la Discusion se comentan
los resultados obtenidos desde una Optica integradora analizandola con los
conocimientos que tenemos hoy en dia y finalmente, las Conclusiones recapitulan
los aspectos y las aportaciones mas relevantes de la tesis doctoral. En el apartado

de Referencias Bibliograficas se detallan las citas bibliograficas de los apartados
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Introduccion y Discusion, mientras que cada trabajo incluido en los Resultados viene
acompanado de su propia bibliografia citada.

La Ciencia avanza muy rapidamente, y en algunos campos como el de la
infeccion por VIH todavia mas. Esto comporta que algunas hipoétesis formuladas al
disefiar un estudio estén ya contestadas por otros investigadores a la publicacion del
mismo. No obstante, todo trabajo que aporte conocimientos nuevos y que ademas

consolide los ya existentes, son y seran muy necesarios.
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Introduccion

2 INTRODUCCION

2.1 Infeccion por el VIH, Tratamiento Antirretroviral y Cambios en la
Composicion Corporal

La infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) ha supuesto y
todavia representa una de las epidemias mas devastadoras del mundo moderno.
También es una de las enfermedades en las que mas se ha investigado y avanzado
en las ultimas décadas, habiéndose desarrollado nuevos medicamentos que han
comportado un descenso importantisimo en la morbilidad y mortalidad. Un momento
de inflexion tuvo lugar cuando se empezo a utilizar una combinacion de farmacos
para formar el llamado Tratamiento Antirretroviral de Gran Actividad (TARGA), con
dos inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucledsidos/nucledétidos
(ITIAN) asociados a un inhibidor de la transcriptasa inversa no analogo de
nucleosidos (ITINAN) o un inhibidor de la proteasa (IP). Con el TARGA se consiguio
controlar la replicacion viral de forma eficaz y mantenida [1].

Sin embargo, la erradicacion del virus no es posible hoy en dia. La respuesta
al tratamiento dura mientras se continia con el mismo, lo que hace que el
tratamiento antirretroviral (TAR) deba mantenerse de forma indefinida. La adherencia
al TAR es esencial para mantener la eficacia a largo plazo, por lo que una de las
prioridades ha sido disponer de pautas terapéuticas bien toleradas, lo mas sencillas
posibles, con el menor numero de comprimidos y tomas al dia. Esto se ha
conseguido, entre otras estrategias, gracias a la co-formulacién de distintos

principios activos en una sola pastilla, lo que se conoce como combinaciones a dosis
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fijas, que se han convertido en opciones preferentes de tratamiento en las diferentes
guias de TAR [2-4].

Pero estos farmacos antirretrovirales que han salvado numerosas vidas
también han comportado muchos efectos adversos. Algunos de éstos son
especificos de farmacos concretos y otros son propios de cada familia de
antirretrovirales.

Unos de los efectos adversos mas temidos, tanto por los pacientes como por
los médicos, son las alteraciones de la composicion de la grasa corporal, conocidas
como lipodistrofia. A finales de la década de los noventa, mas de la mitad de los
pacientes con infeccion por el VIH tenian lipodistrofia [5]. En la aparicion de la misma
pueden estar implicados el propio virus, factores del huésped y el TAR. Como
veremos, no todos los farmacos antirretrovirales tienen la misma capacidad de
producir lipodistrofia y sera muy importante evitar el uso de aquellos farmacos que
entrafien mayor riesgo. Al poder afectar de forma evidente y caracteristica al aspecto
del paciente, la lipodistrofia puede comprometer la adherencia al tratamiento y el
exito final del mismo, ya que para el paciente supone una estigmatizacién importante
y lo relaciona claramente con el tratamiento [6]. Pero ademas de las implicaciones
estéticas, la alteracion en la composicion de la grasa corporal también se ha
asociado a una serie de cambios metabdlicos y cardiovasculares, con mayor riesgo
de dislipemia y de resistencia a la insulina [7] en unos pacientes que ya tienen un
mayor riesgo cardiovascular por la propia infeccion cronica y porque a menudo
coexisten muchos de los factores de riesgo clasicos [8, 9].

Con el aumento de la supervivencia gracias al TAR, los pacientes con
infeccion por el VIH estan envejeciendo e incluso se ha observado que presentan

cambios propios de edades avanzadas de forma prematura. Esto ha obligado a
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cambiar el enfoque en el manejo de estos pacientes, teniendo que pensar también
en patologias a largo plazo [10]. Claros ejemplos serian el aumento de la
enfermedad cardiovascular antes comentado o el aumento de la incidencia de
neoplasias no relacionadas con el VIH (como por ejemplo de pulmon, de préstata o
de colon). Otro ejemplo, que también se puede incluir dentro de los cambios en la
composicidon corporal, es la afectacion del hueso. En los pacientes con infeccion por
el VIH se ha observado una prevalencia mayor que en la poblacién general de
osteopenia y osteoporosis [11]. En este grupo de pacientes también encontramos
una prevalencia mayor de otras alteraciones éseas como la necrosis avascular o la
osteomalacia. En la patologia 6ésea pueden estar implicados la propia infeccién por
el VIH, el TAR y una elevada prevalencia de los factores de riesgo clasicos, como el
bajo peso, el sedentarismo, el tabaquismo o la co-infeccion por el virus de la
hepatitis C (VHC) [12].

Hasta que la curacion del VIH sea posible, nuestro deber como médicos es
tratar a nuestros pacientes con combinaciones de farmacos que sean potentes y
eficaces, pero a la vez con la menor toxicidad y la maxima comodidad, favoreciendo

con todo ello el cumplimiento y el éxito del tratamiento a largo plazo.

2.2 Alteraciones en la Composicion de la Grasa Corporal: Descripcion y
Mecanismos Patogénicos

Las alteraciones en la composicion de la grasa corporal se conocen
globalmente con el nombre de lipodistrofia, entidad que incluye dos alteraciones
claramente diferenciadas desde el punto de vista morfoldgico:

- La pérdida de grasa o lipoatrofia, que se produce principalmente a nivel de la

cara, las extremidades y las nalgas.
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- El acumulo de grasa o lipohipertrofia, que tiene lugar a nivel visceral, cervical
anterior y/o posterior, mamas o en forma de lipomas subcutaneos.

Se ha investigado mucho sobre la lipoatrofia. En cambio, se sabe mucho
menos sobre la lipohipertrofia debido a que es menos prevalente y su estudio mas
complejo, a pesar de que podria ser un componente esencial de las alteraciones
metabdlicas en los pacientes con infeccién por el VIH.

A finales del siglo pasado se empezaron a describir los primeros casos de
lipodistrofia, con multiples hipotesis para explicarla [5]. Predominaba la teoria de que
los IP, farmacos que se habian introducido pocos afos antes, provocaban una
inhibicion de la diferenciacion y un aumento de la apoptosis de los adipocitos
periféricos con pérdida de grasa a este nivel, generando una liberacion de grasa que
se depositaba a nivel central y que ademas provocaba dislipemia y resistencia a la
insulina. Se consideraba por tanto que la lipoatrofia y la lipohipertrofia eran
manifestaciones distintas de la misma enfermedad, la lipodistrofia, que podian o no
coexistir en un paciente determinado [5, 7]. Pero empezaron a aparecer casos de
lipodistrofia en pacientes naive a IP y hubo que buscar otras explicaciones,
sospechando que los ITIAN podian jugar un papel fundamental en la aparicién de la
lipodistrofia [13]. Posteriormente se plantedé que la lipoatrofia y la lipohipertrofia
podian ser dos sindromes distintos, que compartian ciertos mecanismos y factores
de riesgo [14]. Recientemente se ha postulado que podrian ser fases distintas de
una misma patologia, con distintos grados de expresion segun el tipo de tejido
adiposo al que afecten [15]. Pero lo que esta claro es que es una ecuacion compleja
en la que intervienen tres factores fundamentales: el VIH, el TAR y el huésped.

Como veremos, el factor que probablemente tiene mas importancia en la

aparicion de la lipodistrofia es el TAR, pero existen otros factores relacionados con el
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virus y con el huésped que explican por qué no todos los pacientes expuestos a un
determinado farmaco desarrollan lipodistrofia. Puede resultar dificil diferenciar la
implicacion de la infeccion por el VIH y del TAR en la patogenia de la lipodistrofia. En
algunos estudios de cohortes se han comparado pacientes con infeccion por el VIH
recibiendo TAR, pacientes con infeccion sin TAR y personas sin infeccion por el VIH.
Por ejemplo en el FRAM Study (Fat Redistribution and Metabolic Changes in HIV)
38% y 40% de los pacientes con VIH presentaban lipoatrofia y lipohipertrofia
respectivamente, comparado con el 5% y el 56% en los controles, lo que demuestra
la elevada prevalencia de esta patologia en los pacientes con infeccién por el VIH
pero no permite diferenciar entre el virus o el TAR como responsables de la misma
[16]. En el estudio WIHS (Women Interagency Health Study) se observé una mayor
incidencia de lipoatrofia en las pacientes con infeccion por el VIH que recibian TAR
que en las pacientes con infeccion sin TAR o sin infeccion, lo que sugeria una
implicacion mayor del TAR que del virus en la aparicion de lipoatrofia [17].
Probablemente la incidencia de lipodistrofia ha disminuido en los ultimos afos
porque los datos de los que disponemos hoy en dia han hecho que evitemos los
farmacos mas téxicos. Pero la prevalencia continua siendo muy alta debido al efecto
toxico acumulado de los TAR previos, llegando practicamente a la mitad de los
pacientes en alguna cohorte reciente, aunque varia entre el 20 y el 80% segun los
estudios debido a la falta de una definicion y un diagnéstico estandarizados y a la
heterogeneidad de la poblacidon analizada [14, 18-21]. Se han descrito como factores
de riesgo para lipodistrofia, aparte de los distintos antirretrovirales que se discutiran
mas adelante, el tiempo de exposicién al TAR, la cifra de CD4 nadir, el diagndstico

de SIDA, la co-infeccion con el VHC o la edad avanzada [14, 18, 20, 22].
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La lipodistrofia no es exclusiva de la infeccion por el VIH y del TAR. Se han
observado varios sindromes hereditarios o0 adquiridos en pacientes sin infeccion por
el VIH cuya principal manifestacion clinica es la lipodistrofia, tanto parcial como
generalizada [23]. Para intentar describir la patogenia de la lipodistrofia en el
paciente infectado por el VIH se estudiaron estos sindromes, viendo que las causas
eran diversas. Asi, encontramos la lipodistrofia parcial familiar, que se asocia a
alteraciones metabdlicas como dislipemia e hiperglucemia, debida a alteraciones en
el cromosoma 1q y en el gen LMNA, que codifica la lamina A/C (proteina involucrada
en funciones estructurales y transcripcionales del nucleo celular). Existe una forma
generalizada debida a mutaciones en los genes de seipina (una proteina del reticulo
endoplasmico involucrada en la formacion de gotas lipidicas). También existe la
lipomatosis multiple simétrica (0 enfermedad de Madelung o adenolipomatosis de
Launois-Bensaude), asociada a mutaciones o deleciones en el ADN mitocondrial
(ADNmt) que conllevan una actividad disminuida del complejo IV de la cadena
respiratoria mitocondrial. No obstante, estas patologias son muy infrecuentes y de
todas estas etiologias unicamente se han descrito las alteraciones en el ADNmt en el
paciente con infeccion por el VIH. También encontramos lipodistrofia en pacientes
con hipercortisolismo, que presentan lipohipertrofia troncular, cervical y facial y
lipoatrofia en extremidades [23]. En los adipocitos centrales existe mayor cantidad
de receptores para glucocorticoides, activando la diferenciacion e hipertrofia de los
adipocitos [24]. Es posible que en el paciente con infeccidn por el VIH, la inflamacion
cronica por la infeccion o el TAR provoquen un aumento del cortisol que aumente la
grasa visceral, aunque no hay estudios que lo determinen directamente [15].

Pero antes de empezar a hablar del tejido adiposo, sus alteraciones y las

potenciales causas debemos recordar brevemente la estructura y la funcion de las
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mitocondrias, pues se han visto implicadas en las alteraciones de la grasa en los

pacientes con infeccion por el VIH.

2.2.1 Estructuray Funciones de la Mitocondria

Las mitocondrias son organelas intracelulares, presentes en todas las células
excepto en los eritrocitos. Las mitocondrias replican independientemente de la
célula, gracias a la enzima ADN polimerasa-y. Tienen su propio ADN mitocondrial
(ADNmt), que es una molécula circular de doble hélice que codifica la sintesis de
componentes de la cadena respiratoria mitocondrial [25].

La principal funcién de las mitocondrias es la produccidén de energia, que se
realiza sobre todo a través de la fosforilacidn oxidativa de glucosa o acidos grasos,
con la que se obtiene ATP. Este proceso tiene lugar gracias a la cadena de
transporte de electrones de la mitocondria, que consta de 4 complejos enzimaticos
(complejo | o NADH deshidrogenasa, complejo Il o succinato deshidrogenasa,
complejo Ill o citocromo reductasa y complejo IV o citocromo oxidasa), que generan
un gradiente de energia que es utilizado por la ATP sintetasa (complejo V) para
sintetizar ATP a partir de ADP y fosfato. Como consecuencia de la produccion de
energia se generan especies reactivas de oxigeno (‘reactive oxygen species” o ROS
por sus siglas en inglés), que son un producto normal del metabolismo celular pero
gue en concentraciones elevadas pueden ser toxicas para la célula. La mitocondria
también esta implicada en la eliminacion de las ROS.

Si existe una afectacion del ADNmt por la causa que sea, que impide la
sintesis de las proteinas de la fosforilacion oxidativa, la generacion de energia tiene

lugar predominantemente por glicolisis citosolica, que tiene como consecuencias un
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aumento del lactato y de protones (con riesgo de acidosis lactica). No obstante, es
necesario que exista una deplecion significativa del ADNmt para encontrar una
traduccién funcional. En la Figura 1 podemos observar un esquema de la produccién

energética de la mitocondria.
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Figura 1. Esquema de la produccién de energia a nivel de la mitocondria, mostrando la via aerébica
en caso de funcidon mitocondrial normal o anaerdbica cuando la funcién mitocondrial esta alterada.

Reproducido de la referencia [26].

Pero la mitocondria tiene muchas otras funciones, entre las que encontramos
la produccion de calor en el tejido graso marrdn o la regulacion de la diferenciacion

y de la apoptosis celular [27].

2.2.2 Estructura del Tejido Adiposo y Alteraciones en la Lipodistrofia

De cara a estudiar las alteraciones en la composicién corporal, podemos
diferenciar dos tipos de tejido adiposo, la grasa visceral y la grasa subcutanea

(utilizaremos los acronimos en inglés VAT y SAT puesto que es la terminologia mas
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utilizada al hablar de la distribucion de la grasa). En condiciones normales un 80%
de la grasa corporal se encuentra a nivel de SAT y un 10-20% a nivel de VAT y con
la edad aumenta la cantidad de VAT. Los adipocitos en cada uno de estos tejidos
tienen una estructura, una funcion y una respuesta diferentes a las distintas
hormonas.

La maduracion de los pre-adipocitos tiene lugar en dos fases: diferenciacion e
hipertrofia. En la primera fase se necesita un elevado numero de mitocondrias,
encontrando adipocitos pequeios que son muy sensibles a la insulina, con gran
avidez para triglicéridos y acidos grasos libres y que secretan gran cantidad de
adiponectina. La adiponectina es wuna citocina sintetizada y secretada
exclusivamente por los adipocitos que actua en el tejido adiposo, el musculo y el
higado aumentando la sensibilidad a la insulina. Esto conlleva una reduccion de la
glucosa plasmatica, una inhibicidn de la neoglucogénesis hepatica y un aumento de
la oxidacion de acidos grasos libres en el musculo [28]. En la diferenciacion de los
adipocitos intervienen factores de transcripcion adipocitaria, como la proteina de
union al elemento de respuesta a esteroles 1c (SREBP-1c), la proteina de unién al
CCAAT/enhancer alfa (C/EBP-a) o el receptor activado por proliferadores
peroxisomales gamma (PPAR-y). El factor de transcripcion SRBEP-1c, ademas de
jugar un papel en la diferenciacion adipocitaria, modifica el metabolismo intracelular
del colesterol y los acidos grasos en respuesta a cambios en los niveles de
esteroles; si disminuyen los niveles de esteroles, SRBEP-1c da una sefial al nucleo
que transcribe genes de respuesta como PPAR-y y C/EBP-a, que son los factores
principales del proceso de diferenciacion estimulando la recaptacién de lipidos y la
adipogénesis [29, 30]. Los adipocitos maduros se hipertrofian, tienen menos

mitocondrias, secretan menos adiponectina, se vuelven mas resistentes a la insulina
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y tienen una actividad lipolitica mayor, liberando acidos grasos libres. Esta liberacion
induce mayor resistencia a la insulina, conllevando a la larga hiperglucemia,
hiperinsulinemia e hipertrigliceridemia, con un mayor riesgo cardiovascular.

A parte de adipocitos y pre-adipocitos también encontramos tejido conectivo,
vascular y células no adipocitarias, como células inflamatorias y fibroblastos, cuya
composicion también sera diferente en VAT y SAT [31]. Ademas, VAT tiene una
elevada concentracion de receptores de glucocorticoides y de andrégenos, mientras
que en SAT existe mayor unién a los receptores estrogenicos [24].

Hasta hace poco se consideraba al tejido adiposo unicamente como un
depdsito energético, donde se acumulaban lipidos tras la ingesta de alimentos que
posteriormente se liberaban en forma de acidos grasos segun las necesidades de
energia. Actualmente sabemos que el tejido adiposo es un érgano importante en el
control metabdlico. Como tal, juega un papel clave en la sensibilidad a la insulina,
mediante la secrecion de adipocitocinas como la leptina o la adiponectina. El tejido
adiposo también interviene en el control de la presién arterial, puesto que los
adipocitos tienen un sistema de renina-angiotensina. Los adipocitos también tienen
capacidad de secretar citocinas pro-inflamatorias, como el factor tumoral alfa (TNF-
a) o la interleucina 6 (IL-6), que tendran importancia en la aparicion de lipodistrofia
como veremos mas adelante [28, 32].

Al realizar biopsias de tejidos grasos en pacientes con lipoatrofia se han
observado una serie de alteraciones caracteristicas, entre las que destaca una baja
expresion de factores de transcripcidn adipogénica involucrados en la diferenciacion
del adipocito, como el SREBP-1c, C/EBP-a o PPAR-y [29, 30]. La baja expresion de
estos factores comporta una regulacién a la baja de los genes relacionados con la

diferenciacion adipogénica que dependen de ellos y un aumento de la apoptosis,
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comportando una disminucion de la capacidad de acumular grasa en SAT [33]. Esto
supone por ejemplo una reduccion del gen de la lipoprotein-lipasa (responsable de
recaptar acidos grasos), del transportador de glucosa sensible a insulina GLUT4
(que comporta una disminucién de la recaptacion de glucosa) o una reduccion de la
expresion de la adiponectina, que como ya se ha visto sensibiliza frente a la insulina
en varios organos y tejidos.

En estas biopsias también se ha observado una reduccion del ADNmt, que
comporta un descenso de la funcion mitocondrial que puede desembocar en una
disminucién de la capacidad oxidativa enddgena del tejido adiposo. La cadena
respiratoria mitocondrial genera ROS, que en condiciones fisiolégicas estan en
cantidades bajas y estimulan la adipogénesis y la lipogénesis por activacién de
factores de transcripcion como el SREBP-1c, entre otros mecanismos. Pequefios
aumentos de ROS asociados a una disfuncion mitocondrial leve-moderada tendrian
el mismo efecto, asociandose a hiperplasia e hipertrofia de los adipocitos
(lipohipertrofia). Pero a mayores concentraciones de ROS, como las que
encontrariamos con disfunciones mitocondriales mas severas, observamos el efecto
contrario, con una inhibicibn del PPAR-y y una induccion de la apoptosis
adipocitaria, resultando en lipoatrofia [34, 35]. En modelos murinos se ha observado
que el contenido de mitocondrias es mucho mayor en VAT que en SAT, lo que
podria explicar una mayor susceptibilidad del tejido subcutaneo a la toxicidad
mitocondrial con aparicion de lipoatrofia y en cambio menores aumentos de ROS a
nivel visceral con tendencia a la lipohipertrofia [36].

También observamos en este tejido adiposo con lipodistrofia un ambiente pro-
inflamatorio con aumento de TNF-a, de IL-6, de la proteina quimioatrayente de

monocitos-1 (MCP-1) y otras citocinas pro-inflamatorias liberadas por adipocitos,
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pre-adipocitos, linfocitos, macrofagos y células endoteliales. Probablemente estas
citocinas pro-inflamatorias inhiben la diferenciacion adipocitaria mediante el bloqueo

de la induccién de PPAR-y y C/EBPa y promueven la lipolisis [37].
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Figura 2. Fisiopatologia de la lipodistrofia (adaptada de las referencias [15, 32]).

Por tanto, es posible que los distintos cambios que observamos en la
lipoatrofia y la lipohipertrofia se deban a los mismos factores (VIH y TAR), que
afectan de manera diferente a los dos tipos de tejido adiposo, modulados por
factores del huésped. La lipoatrofia puede deberse a un aumento de la lipolisis junto
con una capacidad disminuida de regenerar el tejido adiposo por un defecto en la

diferenciacion de los pre-adipocitos, con afectacion mitocondrial en un tejido con
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menor reserva mitocondrial, provocado por la inflamacién secundaria a la infeccién
y/o a efectos secundarios del TAR. Esto conlleva un aumento de los acidos grasos
libres, que se acumulan en la grasa visceral, un tejido con mayor cantidad de
mitocondrias y receptores de cortisol, pudiendo comportar lipohipertrofia [15, 32].

Esta hipotesis se ilustra en la Figura 2.

2.2.3 Papel del Propio VIH en las Alteraciones de la Grasa

Antes del uso de farmacos antirretrovirales ya se describieron alteraciones de
la grasa corporal en pacientes con infeccion por el VIH, que se siguen observando
en pacientes naive a TAR [16, 38]. Asimismo, existen pacientes que presentaron
lipodistrofia con el TAR, se par6 éste y a pesar de ello las alteraciones en la grasa
han continuado progresando. Por estos motivos se sospechd que el propio virus
podia provocar per se alteraciones en el tejido adiposo.

La infeccidn crénica por el VIH puede conllevar un estado pro-inflamatorio en
todos los tejidos, incluyendo el adiposo. Esta inflamacion puede alterar la relacion
entre adipocitos, pre-adipocitos y células inflamatorias (linfocitos y especialmente
macrofagos). Algunas citocinas de los macrofagos (por ejemplo TNF-a e IL-6)
activan al factor nuclear pro-inflamatorio kappa B (NFkB) de los adipocitos,
provocando un aumento de la producciéon de IL-6, IL-8 y acidos grasos libres.
Ademas, TNF-a disminuye en parte la diferenciacion adipocitaria a través de la
inhibicion de la expresién de PPAR-y, inhibe la lipoprotein-lipasa y también provoca
resistencia a la insulina reduciendo la actividad de la cinasa del receptor de la
insulina y de GLUT-4 [29, 39]. Los acidos grasos libres saturados pueden activar a
su vez el receptor tipo toll-4 (TLR-4) en macréfagos y adipocitos, provocando un

circulo pro-inflamatorio [34].
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La proteina Tat del virus activa a las células inflamatorias que secretan
citocinas. Los macrofagos infectados también pueden liberar proteinas virales como
Vpr y Nef, que pueden disminuir la actividad de PPAR-y inhibiendo la adipogénesis
[40, 41]. Esta inflamacion en el tejido adiposo provocada por los macréfagos
infectados (incluso en pacientes con infeccion controlada con el TAR) puede ser la
responsable de la perpetuacion de la lipodistrofia a pesar de haber retirado los
farmacos responsables.

Se ha observado una disminucion en el ADNmt en pacientes infectados por el
VIH naive a TAR, comparados con sujetos de la misma edad sin infeccidn. Esto
sugeriria un efecto del propio virus sobre la mitocondria, quizas por control de la
apoptosis celular inducida por proteinas codificadas por el VIH, como Tat o Vpr, o
por accion directa de citocinas inflamatorias como TNF-a [42-44]. Esta disminucion
en el ADNmt se traduce en un descenso en la actividad de los complejos Il y IV de
la cadena respiratoria mitocondrial. Pero también se ha observado un descenso de
la actividad del complejo Il, que depende del ADN nuclear, lo que sugiere una
afectaciéon mas generalizada de la mitocondria por el VIH que unicamente a nivel del
ADNmt [45]. Esta afectacidn mitocondrial por el VIH podria aumentar la potencial
toxicidad del TAR en estos pacientes. Los distintos mecanismos por los que el virus
puede provocar lipodistrofia estan resumidos en la Figura 3.

Varios estudios han observado una correlacion entre la duracién y la
severidad de la infeccion (manifestada como CD4 bajos y/o presencia de
enfermedades definitorias de SIDA) y la presencia de lipodistrofia, probablemente
debido a este mecanismo inflamatorio que acabamos de comentar [9, 14]. En
multiples estudios se ha observado un aumento de la grasa en extremidades al

iniciar cualquier tipo de TAR, incluso con los analogos de timidina zidovudina (AZT) y
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estavudina (d4T) Ta[Dy:I Esto se ha atribuido a un fendbmeno de retorno a la
normalidad, que se podria deber en parte a la reversion de esta accion del VIH y la

inflamacioén que provoca el virus sobre el tejido adiposo.
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Figura 3. Efectos del VIH en el tejido adiposo. FFA: acidos grasos libres. ROS: especies

reactivas de oxigeno. Reproducido de la referencia TMC:1

No obstante, la lipodistrofia provocada por el VIH es limitada comparada con

el efecto de los farmacos antirretrovirales.
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Las primeras alteraciones en la composicion corporal se observaron a
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mediados-finales de los afos noventa, cuando empezaron a utilizarse los IP
asociados a los ITIAN para construir el TARGA. Esto llevd a que se considerara a los
IP responsables de la lipodistrofia, puesto que habian sido los ultimos farmacos en
introducirse [5, 7]. Posteriormente se vio que pacientes que no habian recibido nunca
IP presentaban también lipodistrofia, por lo que se pensé que la otra familia de TAR
disponible, los ITIAN, jugaban un papel mas relevante [49-51]. Recientemente

también se ha relacionado a los ITINAN con alteraciones en la grasa corporal [52].

Dado que los farmacos antirretrovirales se dan habitualmente en combinacion,
es dificil atribuir la causalidad a un farmaco en concreto, aunque actualmente se
considera que los antirretrovirales mas implicados en el desarrollo de lipodistrofia
son ciertos ITIAN. A continuacion revisaremos las principales teorias y mecanismos
que intentan explicar el papel de las distintas familias en la patogenia de la

lipodistrofia.

2.2.4.1Patogenia de la lipodistrofia causada por los Inhibidores de la
Transcriptasa Inversa Analogos de Nucleds(t)idos

A) Toxicidad mitocondrial:

Los ITIAN realizan su actividad antirretroviral en su forma activa tri-fosforilada
a nivel intracelular gracias a su capacidad de incorporarse a la cadena de ADN en
crecimiento por la accion de la transcriptasa inversa, provocando la terminacién de la
cadena al no tener grupo hidroxilo en la posicion 3. No obstante, estos ITIAN
también pueden ser incorporados por otras enzimas encargadas de fabricar o

reparar el ADN del huésped, como la ADN polimerasa-y.
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La principal via de afectacion de la funcionalidad mitocondrial es a través de
la deplecion del ADNmt por inhibicion de la ADN polimerasa-y [13]. Pero existen
estudios en pacientes con lipoatrofia establecida en que no se observan depleciones
significativas de ADNmt [42, 53, 54], por lo que se han buscado otras vias de
afectacion de la funcion mitocondrial sin deplecion del ADNmt. Los diferentes

mecanismos descritos para explicar la disfuncion mitocondrial con los ITIAN son:

A.1) Inhibicién de la ADN polimerasa-y con deplecion del ADNmt:

A nivel de la mitocondria, la ADN polimerasa-y es la Unica enzima
responsable de la replicaciéon del ADNmt. Los ITIAN pueden inhibir fuertemente esta
enzima encargada de reparar el ADN intracelular, provocando una deplecion del
ADNmt [13, 42, 53]. Dentro de las proteinas codificadas por el ADNmt estan las
subunidades de la cadena respiratoria mitocondrial (sistema de fosforilacion
oxidativa o OXPHQOS) y si disminuye su sintesis puede conllevar una afectacion en
la produccion energética de la célula. Esta afectacion mitocondrial puede provocar
un amplio espectro de manifestaciones clinicas (polineuropatia, miopatia,
miocarditis, pancreatitis, esteatosis hepatica, hiperlactatemia sintomatica y acidosis
lactica), que recuerdan a las enfermedades mitocondriales hereditarias, y que en el
tejido adiposo pueden provocar un descenso del tamafo de los adipocitos y un
aumento de la apoptosis adipocitaria [55].

El grado de afinidad de los antirretrovirales y sus metabolitos por la ADN
polimerasa-y de las mitocondrias puede explicar la diferencia en la toxicidad de cada
farmaco [56, 57]. Los farmacos mas implicados son los analogos de timidina (AZT y
d4T), didanosina (ddl) y otros ITIAN que actualmente ya no se usan en el TAR como

zalcitabina (ddC) o adefovir. Por su estructura quimica, d4T se une mas fuertemente
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a la ADN polimerasa-y que AZT, teniendo un mayor efecto inhibidor y por tanto
mayor riesgo de toxicidad [49]. Estas alteraciones pueden verse incrementadas
cuando los ITIAN con mayor toxicidad son usados en combinacion (como por
ejemplo d4T+ddl) [58]. En cambio, otros ITIAN como la lamivudina (3TC) o
emtricitabina (FTC) se unen de forma mas débil y se eliminan de forma mas
eficiente, por lo que provocan mucha menos toxicidad [13, 59-61]. Tampoco se ha
visto afectacion importante por parte de tenofovir (TDF) [61] o abacavir (ABC) [25,
60, 61].

Los efectos de estos farmacos son dosis y tiempo-dependientes y variaran
segun la linea celular, con distinto grado de afectacion en funcion del tejido. Esto
puede explicar resultados divergentes en cuanto a la toxicidad de cada farmaco en
funcién del tejido que analicemos. Algunos estudios situan a los dideoxinucledsidos
ddl y ddC por delante de los analogos de timidina (d4T>AZT) en cuanto a toxicidad,
pero estan basados en lineas celulares de hepatocitos [25, 61-63]. En cambio, en
estudios en pre-adipocitos y adipocitos d4T y AZT son los farmacos mas toxicos [42,
60]. Esto puede suponer una limitacion a la hora de analizar la toxicidad en tejidos
concretos, puesto que la informaciéon obtenida en uno (por ejemplo en células
mononucleares de sangre periférica [PBMC por sus siglas en inglés] por su facil
obtencion) no tiene por qué representar lo que pasa en otro (por ejemplo en tejido

adiposo, musculo o higado, que precisan de biopsias para obtener muestras) [64].

A.2) Mutaciones y Deleciones en el ADNmt:
Valorar la calidad del ADNmt es mucho mas dificil que valorar la cantidad,
pero la presencia de mutaciones o deleciones en el mismo pueden causar también

disfuncion mitocondrial. En algunos estudios en pacientes con lipodistrofia y/o
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acidosis lactica se observaron multiples deleciones en el ADNmt con una cantidad
normal de ADNmt en todos los tejidos, de forma similar a lo que ocurre en la
lipomatosis multiple familiar, aunque es imposible saber si éstas ya existian antes de

iniciar el TAR [65-67].

A.3) Inhibicién de la producciéon de ARN mitocondrial (ARNmt):

El genoma mitocondrial codifica 13 polipéptidos, todos subunidades de la
cadena respiratoria mitocondrial. En un estudio in vitro se observdé un descenso
cuantitativo y cualitativo del ARNmt con d4T, pero no con AZT o ddl, sin deplecion
del ADNmt. Esto podria deberse a una inhibicion de la polimerasa del ARNmt o por
afectacion de co-factores necesarios para la transcripcion del ARNmt. La

consecuencia final seria la misma, la disfuncion de la mitocondria [68].

A.4) Inhibicién directa de enzimas mitocondriales:

Se ha observado que AZT inhibe directamente la adenilato-cinasa por fuerte
afinidad a los sitios de union ATP/ADP [69], la citocromo C oxidasa o la citrato-
sintetasa [70, 71], de manera que afecta directamente a la cadena respiratoria
mitocondrial por una via distinta a la afectacion del ADNmt, sin observar
necesariamente deplecion del mismo [71]. También se ha descrito por parte de AZT
la inhibicion de la fosforilacién de la timidina por la timidin-kinasa tipo 2, conllevando
una disminucidén de las reservas fisiologicas de trifosfato de timidina que provoca

una disminucion de la replicacion del ADNmt [72].

Para determinar el grado de afectacion mitocondrial segun los mecanismos

antes descritos se pueden utilizar diferentes parametros:
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- Analisis cuantitativo: numero de copias de ADNmt por célula en una muestra
determinada de cualquier tejido, normalmente en forma de cociente respecto las
copias de ADN nuclear (ADNn). Se han utilizado southern-blots, PCR semi-
cuantitativas o cuantitativas, pero la mas utilizada es la PCR a tiempo real ya que es
sensible, fiable y con una variabilidad intra e inter-ensayo muy baja. Son pruebas
que no se realizan de forma rutinaria por su precio y laboriosidad y su utilidad ha
quedado relegada a estudios clinicos dirigidos a dilucidar la fisiopatologia de las
alteraciones mitocondriales. Uno de los principales inconvenientes de Ila
cuantificacion del ADNmt es que no informa de la traduccion funcional. Asi,
depleciones muy importantes pueden tener pocas consecuencias clinicas. En un
estudio se demostré que el contenido de ADNmt no se correlacionaba con ningun
otro parametro mitocondrial y las funciones dependientes del ADNmt quedaban
preservadas a pesar de depleciones severas del mismo [73]. No obstante, la
cuantificacion puede ser interesante para valorar la evolucién tras un cambio de
tratamiento dentro de ensayos clinicos, puesto que si se observa un aumento en la
cantidad de ADNmt se puede presuponer cierto grado de recuperacion en la
funcionalidad mitocondrial.

- Andlisis cualitativo: idealmente seria preferible medir la funcionalidad
mitocondrial mas que la cantidad de ADNmt, que no informa sobre la repercusién
clinica. Se pueden medir de forma directa la actividad de los complejos de la cadena
respiratoria que dependen del ADNmt (LIl o IV), la actividad de la citrato sintetasa o
el potencial de membrana mitocondrial (AW) con fluorocromos lipofilicos catidénicos o
por citometria de flujo [74], pero son técnicas mucho mas complejas que las

cuantitativas y se reservan para ensayos clinicos.
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- Analisis indirecto: aunque mucho menos sensible pero mas asequible, se
puede medir de forma indirecta la funcionalidad de las mitocondrias con los niveles
de lactato en sangre, que se acumula cuando existe una disfuncién de la
fosforilacién oxidativa mitocondrial. No obstante, cuando estos niveles aumentan nos

encontramos en una fase muy avanzada de la disfuncion de las mitocondrias.

B) Descenso de la diferenciacion adipocitaria por disminucién de la expresion
de genes nucleares:

En un estudio in vitro se observdé que tanto AZT como d4T, actuando
directamente sobre la expresion de PPAR-y y C/EBP-qa, disminuian la diferenciacion
adipocitaria, disminuian el contenido lipidico de los adipocitos y promovian la
apoptosis adipocitaria. Estos efectos deletéreos no se observaron con los otros
ITIAN (ddl, 3TC, ABC y TDF) [60]. En un estudio in vivo en voluntarios sanos
tratados con AZT o d4T y 3TC durante 6 semanas se observo un descenso
significativo de la expresion del gen de PPAR-y, con aumentos compensatorios de
los genes de PPAR-q, lipoprotein-lipasa y leptina, sin deplecion del ADNmt. En este
estudio no se observaron diferencias significativas entre AZT y d4T, pero con
tendencia a mayores cambios con este ultimo [71]. En un estudio en pacientes con
infeccion por el VIH naive a TAR que empezaron tratamiento con TDF/FTC o
AZT/3TC (asociado a efavirenz [EFV]) y en el que existia una rama de control de
pacientes sin infeccién por el VIH, se observaron diferencias significativas en la
expresion de genes involucrados en la diferenciacion adipocitaria que comportaron
lipoacumulacion a nivel visceral con AZT y cambios menores con TDF, ademas de
una alteracion significativa de la cadena respiratoria mitocondrial con AZT pero no

con TDF, por lo que distintos mecanismos pueden coexistir [75].
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C) Alteracion en la produccion de citocinas y adiponectina en el tejido adiposo:

En un estudio in vitro con adipocitos humanos se observo que tras 48 horas
de exposicion a analogos de timidina hubo un incremento de citocinas inflamatorias
(MCP-1, TNF-a e IL-6) y una reduccion de la liberacion de adiponectina y leptina,
con disminucién del contenido lipidico de los adipocitos. Estas alteraciones podrian
ser debidas a toxicidad directa de estos ITIAN sobre el adipocito [76].

Cualquiera de los citados mecanismos o una mezcla de los mismos puede dar
lugar a una disminucion de la diferenciacion adipocitaria y un aumento de la lipolisis.
Como consecuencia podemos encontrar un aumento de los niveles de acidos grasos
libres circulantes, que pueden provocar resistencia a la insulina y a nivel del tejido
adiposo un efecto lipotdxico local promoviendo la inflamacién con liberacion de
citocinas como TNF-a o IL-6, provocando un circulo vicioso que puede empeorar la

lipodistrofia.

2.2.4.2 Patogenia de la lipodistrofia causada por los Inhibidores de la
Transcriptasa Inversa No Analogos de Nucledsidos

El papel de los ITINAN en las alteraciones de la distribucion de la grasa
corporal es menos importante y mucho menos conocido que el de los ITIAN.

Se ha observado que EFV posee un potente efecto anti-adipogénico. En un
estudio in vitro con adipocitos humanos expuestos a dosis crecientes de EFV, se
observd que éste inhibia la diferenciacion adipocitaria, sobre todo a dosis elevadas
(muy por encima de las concentraciones terapéuticas habituales) y con un efecto
dosis-dependiente, por una disminucion en la expresion de SREBP-1c [77, 78]. En

otro estudio in vitro en cultivos de adipocitos con EFV o lopinavir potenciado con
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ritonavir (LPV/r) se observd una reduccion de la expresion de genes de
diferenciacion adipocitaria, con disminucién de adiponectina, lipoprotein-lipasa,
leptina y disminucion de PPAR-y y c/EBPa con ambos farmacos, pero mayor con
EFV. También se observé un mayor incremento de citocinas pro-inflamatorias con
EFV. En cambio no se observo ningun cambio en el ADNmt [79].

Existe mucha menos informacién con los otros farmacos de la familia de los
ITINAN. En principio no se han visto asociados a alteraciones en la grasa corporal.
Existe un estudio in vitro con nevirapina (NVP) en que se observo incluso un
aumento de la diferenciacion adipocitaria, con un aumento modesto pero significativo
en la expresion de SREBP-1¢c, PPAR-y y C/EBPa [78]. Existe también un estudio in
vitro con adipocitos expuestos a rilpivirina, en que se observo una inhibicion de la
expresion de SREBP-1c, PPAR-y y C/EBPq, y a altas concentraciones también un
aumento de la liberacion de citocinas pro-inflamatorias. Esto es parecido a lo que
sucede con EFV, pero de menor intensidad y son necesarias concentraciones mas
elevadas de rilpivirina para que tenga lugar [80].

Pero en la practica clinica, los ITINAN son farmacos ampliamente utilizados
desde hace muchos afios y sblo se ha observado en un estudio una mayor
incidencia de lipoatrofia con EFV, por lo que seran necesarios mas datos respecto al
riesgo de alteraciones en la composicion de la grasa corporal antes de poder realizar

recomendaciones sobre su (no) utilizacion.

2.2.4.3Patogenia de la lipodistrofia causada por los Inhibidores de la
Proteasa

La proteasa del VIH tiene cierta homologia con proteinas implicadas en el

metabolismo lipidico, como el receptor de lipoproteina de baja densidad. Esto llevé a
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Carr y colaboradores a afirmar en 1998 que la lipodistrofia estaba provocada por los
IP al inhibir estas proteinas, provocando apoptosis de los adipocitos periféricos
seguidos de hiperlipidemia [5].

No obstante, los mecanismos por los que los IP pueden provocar toxicidad en
el tejido adiposo son multiples y complejos (Figura 4). Los IP inhiben la
diferenciacion celular de los adipocitos a través de la activacion del NFkB [81, 82],
especialmente en SAT, pero también por efecto inhibitorio sobre factores de
transcripcion como el SREBP-1c (inhibiendo el paso a su forma activa), C/EBPa o
PPAR-y y por reduccion en la expresion génica y la secrecién de adiponectina [29,
33, 83]. También se ha observado en cultivos celulares de adipocitos que los IP
pueden activar la lipolisis por aumento de la apoptosis [84].

Los IP pueden aumentar de forma directa la resistencia a la insulina a nivel
del musculo y del adipocito, limitando la capacidad de almacenaje energético del
tejido adiposo. Esto sucede sobre todo por la inhibicion directa del transportador de
glucosa GLUT4 en musculo y tejido adiposo, pero también por la disminucion en la

secrecion de hormonas adipocitarias como la leptina o la adiponectina [81, 85].
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Figura 4. Potenciales efectos de los IP en el metabolismo lipidico. EI SREBP actiia como factor de
transcripcion de numerosos genes, incluido PPAR-y, y se activa cuando disminuyen los niveles de
esteroles intracelulares. Los IP pueden inhibir esta transcripcion o pueden inhibir directamente PPAR-

Y, como se muestra en la figura B, necesario para la diferenciacién adipocitaria. Reproducido de [26].
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A parte de su accion directa, se ha postulado que los IP pueden amplificar el
efecto de los ITIAN para producir lipodistrofia. Esto probablemente seria debido a
una toxicidad aditiva. Como se ha comentado los |IP disminuyen la expresion de
PPAR-y por inhibicion de SREBP-1c y esto conlleva disfuncion adipocitaria. Los
ITIAN también se han visto relacionados con una disminucién de la expresiéon de
PPAR-y por distintos mecanismos y a su vez también pueden disminuir la oxidacion
de los acidos grasos, que empeora aun mas esta disfuncion adipocitaria provocando
acumulacion de lipidos en otros tejidos, que pueden comportar resistencia a la

insulina [82, 86].

2.2.5 Factores del Huésped que Influyen en las Alteraciones de la Grasa

Existen otros factores que influyen en las alteraciones de la grasa, que
podriamos considerar los propios del huésped. Esto explicaria por qué algunos
individuos presentan lipodistrofia y otros no recibiendo los mismos farmacos.

El género es uno de ellos: en estudios longitudinales se ha observado que las
mujeres tienen mas tendencia a presentar lipohipertrofia y los hombres mas
lipoatrofia [14, 18, 52]. Esto dependera en parte de hormonas sexuales, pero también
de factores como la grasa basal tanto a nivel central como periférico. En una cohorte
italiana se observd un mayor riesgo de lipodistrofia en las mujeres, con un
predominio de lipoacumulacién en tronco [87]. En cambio, esto no se observo en la
cohorte FRAM americana, en que las pacientes con VIH tenian mas lipoatrofia que
las mujeres control sin VIH pero en cambio la incidencia de lipohipertrofia era

parecida en ambos grupos [88].

43



Introduccion

También se han asociado a mayor incidencia de lipodistrofia ciertos
determinantes genéticos, como polimorfismos en el gen de TNF-a (posiciones 308 y
238), de ApoC3-455, del locus HFE 187 o del alelo HLA-B100*4001[89-92].

Otro factor importante es la edad. En muchos estudios de cohortes se ha
observado que una mayor edad se asocia a mayor riesgo de lipodistrofia [18, 38, 93].
En condiciones fisiologicas, la edad se asocia a una redistribucion de la grasa, un
descenso de la funcion mitocondrial y un aumento de las citocinas pro-inflamatorias,
lo que podria potenciar la aparicion o empeoramiento de la lipodistrofia debida al VIH

y el TAR.

2.2.6 Maedicion de las alteraciones de la grasa corporal

Es muy importante realizar un diagndéstico precoz de las alteraciones de la
grasa corporal, puesto que cuando éstas son evidentes en la exploracion fisica la
pérdida de grasa ya es importante (habitualmente superior al 30%) [94] y
dificilmente sera reversible con cualquier tratamiento no quirurgico. Ademas, el
diagnostico basado en la exploracién fisica es muy subjetivo, dificil de cuantificar y
seguir prospectivamente. Por estos motivos es muy importante disponer de
herramientas de diagnostico sensibles, fiables, reproducibles y accesibles. El
problema radica en que no existen unos valores de referencia para diagnosticar la
lipodistrofia y la cantidad de grasa en extremidades y en tronco varia
significativamente entre individuos, tanto en la poblacion con infeccion por el VIH
como sin ella, presenten o no lipodistrofia, y esto dificulta establecer unos puntos de

corte para el diagnostico.
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Carr y colaboradores fueron los primeros en intentar definir la lipodistrofia con
criterios mas objetivos y para este fin crearon la Lipodystrophy Case Definition
(LDCD), que incluia en un modelo multiples variables: edad, sexo, duracion de la
infeccion y estadio de la misma, cociente cintura/cadera, cociente grasa
tronco/extremidades, porcentaje de grasa en piernas, cociente SAT/VAT abdominal,
anion-gap y colesterol HDL. Este modelo tiene una buena sensibilidad (79%) y
especificidad (80%) para el diagnéstico de lipodistrofia, pero su calculo es poco
practico en la rutina diaria puesto que precisa de una densitometria axial de rayos X
de doble energia (DXA) y una tomografia computarizada (TC), ademas de los datos
antropomeétricos y analiticos [95]. Por este motivo se desarrollé a partir del LDCD
una escala de gradacion basada en datos de la exploracidn fisica, valorando la
pérdida de grasa (en cara, brazos, nalgas y piernas) y/o el aumento de grasa (en
abdomen, cuello y mamas) como ausente, leve, moderada o severa, obteniendo una
puntuacion que puede ser comparada o seguida en el tiempo, aunque
probablemente infra-estimando la prevalencia real del problema [96].

También se han definido escalas de severidad de la lipoatrofia especificas
para la cara, puesto que las técnicas de imagen para realizar el diagnostico o el
seguimiento en esta localizacién (TC o resonancia magnética nuclear [RMN]) no se
suelen realizar fuera de ensayos clinicos por una cuestion de precio y disponibilidad.
Una de las mas utilizadas es la de Fontdevila y colaboradores (Figura 5), que divide
la lipoatrofia facial en tres grados segun los hallazgos de la exploracion fisica, y nos

permite el seguimiento del paciente y tomar decisiones terapéuticas [97].
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Grado 1

Grado 2

Grado 3

Figura 5. Clasificacion de la lipoatrofia facial en adultos infectados por el VIH. Grado 1: pérdida del
conducto cigomaticofacial con aplanamiento del relieve malar. Grado 2: mismos signos que en grado
1, pero con hundimiento de la piel bajo el arco cigomatico. Grado 3: todos los signos del grado 1y 2
con manifestacion de la musculatura superficial del rostro (musculo cigomatico mayor). Reproducido
de la referencia [97].

Existen también una serie de exploraciones que nos permiten medir de forma
objetiva la grasa corporal, con unas diferencias claras entre ellas que determinaran
en que situaciones se usa cada una. Estas exploraciones, con sus ventajas e
inconvenientes, estan resumidas en la Tabla 1.

- Antropometria:

Se basa en la medicion simple en unos puntos predefinidos de perimetros
(cintura, cadera, extremidades) con una cinta métrica y pliegues cutaneos
(escapular, bicipital, tricipital, suprailiaco) con un plicometro, junto con el peso, talla e
indice de masa corporal, para poder comparar los resultados con unos valores de
referencia. A través de ecuaciones de regresion multiple se han desarrollado
modelos que permiten predecir la densidad corporal y el contenido de tejido graso y
magro con estas medidas [98].

Las ventajas son evidentes: se puede realizar en cualquier sitio, con un

minimo de adiestramiento para estandarizar las medidas. Es facil, barata, rapida y
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accesible. En algunos estudios se ha visto buena correlacion con los resultados
obtenidos por DXA [99-101].

Pero también tiene multiples inconvenientes: esta muy sujeta a variabilidad
inter-observador y no permite diferenciar entre SAT, VAT y masa magra. No
obstante, se puede aumentar su rendimiento y limitar los inconvenientes
combinando la antropometria con otras pruebas de facil realizacion, como puede ser
la ecografia [102].

- Bioimpedancia eléctrica:

La bioimpedancia eléctrica estima la cantidad corporal total de agua y
subsecuentemente la masa grasa y la masa magra corporal basandose en la
conductividad eléctrica. Es facil, no-invasiva, portatil, rapida y barata. También ha
mostrado en estudios buena correlacion con la DXA [99-101].

Pero presenta inconvenientes importantes: debemos contar con el
instrumental y el personal adiestrado necesario, se puede alterar en el contexto de
enfermedades agudas, no permite discriminar la localizacién de la grasa o de si se
trata de SAT o VAT (unicamente nos indica la cantidad total).

- Ecografia de partes blandas:

La ecografia de partes blandas nos informa del grosor del SAT y puede ser
util en localizaciones donde otras exploraciones no nos dan informacién, como a
nivel facial. En cambio es menos util para valorar VAT [103, 104].

Es una prueba barata, rapida, inocua y accesible, pero explorador-
dependiente (puede ser poco reproducible) y no esta validada en grandes estudios,

por lo que no disponemos de valores de referencia.
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- Densitometria axial de rayos X de doble energia (DXA):

La DXA (por las siglas de Dual-energy X-ray Absorptiometry en inglés) es hoy
en dia el patron de oro para la medicidn de la composicion de grasa corporal. Se
basa en una fuente de rayos X de doble energia que realiza cortes transversales de
la cabeza a los pies del paciente, determinando la cantidad de hueso y tejido blando
segun la densidad de los tejidos [105].

La DXA permite diferenciar entre tejido magro y tejido graso y permite calcular
de forma total o compartimentalizada la cantidad de cada uno de ellos. Esto es muy
util para diferenciar entre la grasa de extremidades y la del tronco. También permite
diferenciar entre una distribucion androide o ginecoide de la grasa.

En los ultimos afos han aparecido algunos indices para diagnosticar la
lipodistrofia basados en resultados de la DXA. Uno de ellos es el Fat Mass Ratio
(FMR), que se calcula como el cociente entre el porcentaje de grasa en tronco (un
80% de la cual se encuentra a nivel visceral en condiciones normales) dividido por el
porcentaje de grasa en piernas (practicamente el 98% se encuentra a nivel
subcutaneo), siendo sugestivo de lipodistrofia cuando es superior a 1.96 en hombres
y 1.33 en mujeres [106, 107]. El inconveniente del FMR es que diagnostica
adecuadamente la lipodistrofia, pero no permite diferenciar entre lipoatrofia o
lipohipertrofia. También se utilizan otros cocientes, como el cociente entre la grasa
en extremidades y en tronco, aunque no existen valores de referencia bien
establecidos como en el FMR.

Otras ventajas de la DXA son el precio (mucho menor que la TC o la RMN), la
inocuidad (la irradiacion es similar a la de una radiografia simple y no precisa

contraste), la rapidez (la exploracion dura entre 10-20 minutos), la disponibilidad (es
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el mismo aparato con el que se realizan las densitometrias 0seas), la precision y la
reproducibilidad.

Sus maximos inconvenientes son que no permite diferenciar entre SAT y VAT
a nivel del abdomen y que no permite cuantificar la grasa a nivel facial, una de las
localizaciones mas frecuentes y estigmatizadoras de la lipoatrofia. Tampoco existen
valores bien definidos de normalidad de la distribucién de la grasa en la poblacién
sana. Otro inconveniente de la DXA es que los resultados pueden variar segun el
fabricante, el operador y las versiones de hardware y software usadas, por lo que
resultados obtenidos en diferentes centros deben ser analizados con cautela e
idealmente en estudios multicéntricos se deberia centralizar la realizacion y lectura
de los resultados, para reducir al minimo la variabilidad [108].

- Tomografia Computarizada (TC):

La TC es muy precisa y reproducible a la hora de medir la cantidad de grasa,
diferenciando entre los distintos compartimentos, incluso a nivel facial [95]. Los
resultados se suelen expresar en forma de area en cm?. Esta exploracion también
permite calcular indices ademas de los valores absolutos, como SAT/VAT o
VAT/TAT (tejido adiposo total a nivel abdominal). No obstante, es una técnica cara,
no esta disponible en todos los centros y tiene el inconveniente afiadido respecto a
la RMN de la elevada irradiacion del paciente.

Para poder diferenciar la superficie de SAT y VAT a nivel abdominal, con
menor precio e irradiacion, se puede realizar un unico corte de TC abdominal,
normalmente a nivel de L4, junto con una DXA. También puede ser util realizar un

corte a nivel del muslo, para valorar SAT en extremidades inferiores [109].
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- Resonancia Magnética Nuclear (RMN):

La RMN permite medir de forma muy precisa y reproducible la cantidad de
tejido graso y magro en cualquier localizacion, incluyendo la cara, y diferenciando
entre SAT y VAT. Probablemente es mas sensible e irradia menos que la TC,
aunque mas cara. También nos permite, como la TC, calcular valores absolutos y
distintos indices.

Los inconvenientes son el precio (por lo que se usa en estudios clinicos, pero
no de forma rutinaria y menos aun para seguimiento evolutivo), la duracion de la

exploracion y la disponibilidad [110].

Tabla 1. Resumen de las principales exploraciones para medir la composicion corporal de grasa.

Precio + ++ ++ ++ +++ ++++
Disponibilidad ++++ ++ +++ ++ ++ +
Dificultad + ++ ++ ++ +++ +4++
Rapidez ++++ ++ ++ +++ ++ +
Portabilidad ++++ +++ ++ + + +
Inocuidad ++++ ++++ ++++ +++ + +++
Precision + + ++ +++ ++++ ++++
Reproducible + + ++ +++ ++++ ++++
Explorador ++++ +++ ++++ ++ + +

dependiente

Diferencia + No ++ e+ o+ HH+
localizacion

Diferencia + No + No 4 FH++
SAT-VAT

Util en cara No No ++ No 4+ .+t
Valores + + + +++ s ++

referencia

50



Introduccion

2.2.7 Estudios Sobre las Alteraciones de la Grasa Corporal con los Diferentes
Antirretrovirales

Existe abundante informacion en ensayos clinicos donde se analizan los
cambios en la composicion de la grasa corporal con tratamientos concretos. Es
importante diferenciar entre aquellos estudios realizados en pacientes naive, en que
el paciente no ha recibido previamente ningun TAR, de aquellos estudios realizados
en pacientes pre-tratados con carga viral del VIH indetectable a los que se
substituye un farmaco que se cree que ha provocado o puede provocar alteraciones
de la composicidn corporal por otro con menor riesgo de toxicidad (estudios de
simplificacion/cambios por toxicidad), ya que en estos ultimos podemos encontrar
toxicidades acumuladas a lo largo del tiempo producidas por distintos farmacos. En
la Introduccién soélo se analizaran los estudios realizados antes de empezar los
trabajos que forman parte de la presente tesis doctoral, y los estudios que han sido

publicados posteriormente se comentaran en la Discusion.

Comparaciones de ITIAN

- [Estudios que comparan los analogos de timidina en pacientes que inician
TAR:

* Van der Valk y colaboradores [111] demostraron en 28 pacientes que tras 50

meses de exposicidn a un régimen basado en d4T o AZT, los pacientes recibiendo

d4T tenian una incidencia significativamente mayor de lipoatrofia (82% vs 9%,

p=0.0001).

. Estudio NOVAVIR [112]: en un subgrupo de 101 pacientes se observo que los

que recibieron d4T+3TC+indinavir presentaron una mayor incidencia de lipoatrofia

que los que recibieron AZT+3TC+indinavir.
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- Estudios que comparan un analogo de timidina vs. ABC o TDF en pacientes
que inician TAR:
. Estudio 903 [46]: compar6 d4T y TDF (ambos asociados a 3TC y EFV) en 602
pacientes. Como objetivo secundario se analizé la incidencia de lipodistrofia
reportada por el investigador, observando diferencias significativas (3% con TDF vs.
19% con d4T, p<0.01). Se realizaron también DXAs en un subgrupo de 262
pacientes, pero a las 96 y 144 semanas sin una determinacién basal, lo que supone
una limitacién importante. Se observé una menor cantidad de grasa en extremidades
en la rama de d4T, tanto a las 96 semanas (7.9 kg vs. 5 kg, p<0.01) como a las 144
semanas (8.6 kg vs. 4.5 kg, p<0.001).
. Estudio 934 [47]: compar6 TDF/FTC y AZT/3TC (asociados a EFV), con un
sub-analisis de composicion corporal en 100 pacientes. Se observdé una menor
cantidad de grasa en extremidades al final del seguimiento en la rama de AZT/3TC
que en la de TDF/FTC (6.9 kg vs. 8.9 kg, p=0.03).
. Estudio ABCDE [113]: Se compararon ABC y d4T (asociados a 3TC y EFV) en
237 pacientes. Se realiz6 una valoracion clinica subjetiva de lipoatrofia, observando
diferencias significativas entre ramas (desarrollaron uno o mas signos clinicos de
lipoatrofia 4.8% de los pacientes con ABC y 38.3% con d4T). También se realizaron
DXAs en un subgrupo de 57 pacientes, en los que tras 96 semanas se vio una
ganancia de grasa en extremidades con ABC de 0.9 kg comparado con una pérdida
de 1.6 kg en la rama de d4T (p<0.001).
e Shlay y colaboradores [114] compararon ABC y d4T en 96 pacientes,
demostrando mejor comportamiento del primero en la distribucion de la grasa

corporal. No obstante, ABC se acomparaba de 3TC y d4T iba acompafiado de ddl,
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lo que muy probablemente haya influido en los resultados al tener ddl un mayor
riesgo de alteraciones en la grasa corporal que 3TC.

- Estudios de cambio de analogos de timidina a ABC como estrategia de

simplificacion:

. Estudio MITOX [115]: 106 pacientes con TAR que incluia AZT (15%) o d4T
(85%) y que presentaban lipoatrofia moderada o severa fueron aleatorizados a
continuar con el mismo TAR o cambiar el analogo de timidina por ABC. Se
observaron ganancias significativas en la grasa de extremidades en los pacientes
que cambiaron el TAR tras 24 semanas (11% vs. 2% en los que continuaron con
AZT o d4T).

*  Estudio TARHEEL [116]: 118 pacientes que recibian d4T fueron aleatorizados
a cambiarlo por ABC (86) o AZT (32). Tras 48 semanas, se observaron por DXA
aumentos significativos de la grasa en todas las localizaciones, con mayor
incremento de grasa en extremidades en aquellos pacientes aleatorizados a recibir
ABC (incrementos con AZT y ABC de 17% vs. 38% en brazos y de 7% vs. 15% en
piernas, respectivamente). También se realizé una TC que mostré aumento del SAT
(25% con AZT y 35% con ABC) y disminucion del VAT (-3% con AZT y -4% con
ABC) en los pacientes que cambiaron el tratamiento.

. Estudio ACTG A5110 [117]: se compard cambiar los analogos de timidina a
ABC o bien todo el TAR a una pauta sin ITIAN con LPV/r y NVP en 101 pacientes.
Se observé una ganancia de SAT tanto en abdomen (29% con ABC vs. 33% con
LPV/r+NVP) como en muslos (18% con ABC vs. 17% con LPV/r+NVP) vy un
descenso de VAT (-15% con ABC vs. -4% con LPV/r+NVP) con ambas estrategias

tras 48 semanas, sin diferencias entre ellas.
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- Estudios de cambio de analogos de timidina a TDF como estrategia de
simplificacion:
. Extensidn del estudio 903 [118]: a los pacientes aleatorizados a recibir d4T se
les ofrecié cambiar a TDF tras 144 semanas, manteniendo 3TC y EFV. Se observo
una incremento de grasa en extremidades de 0.6 kg a las 48 semanas del cambio y
de 1.3 kg a las 144 semanas del cambio (basalmente 4.5 kg). A pesar de este
aumento, la cantidad de grasa en extremidades fue menor que la que tenian los
pacientes inicialmente aleatorizados a la rama de TDF (8.2 kg a las 144 semanas).
. Estudio STACCATO [119]: se evaluaba una interrupcién del TAR guiada por la
cifra de CD4 y se empezo6 con un tratamiento con d4T+ddl+saquinavir (SQV)/r, que
posteriormente se cambi6é a TDF+FTC+SQV/r siguiendo las recomendaciones de las
guias. En un subgrupo de 35 pacientes se realizd una DXA en el momento del
cambio y tras 48 semanas y se observo un incremento significativo de la grasa total
y en extremidades (de 0.7 y 0.4 kg, respectivamente).
. Milinkovic y colaboradores [120] seleccionaron 58 pacientes que estaban
recibiendo un tratamiento que contenia d4T 40 mg cada12 horas y los aleatorizaron
a seguir igual, disminuir la dosis de d4T a 30 mg cada 12 horas o cambiar d4T por
TDF, con un seguimiento de 24 semanas. Se observé una mejoria en la grasa
corporal en las dos ramas de cambio, aunque unicamente fueron significativas las
diferencias entre d4T40 y TDF (diferencias de 0.5 kg en extremidades y 0.7 kg en
grasa total).
. Estudio LIPOTEST [103]: 62 pacientes cambiaron de d4T a TDF sin una rama
de control, con seguimiento a 96 semanas. Se evaluaron los cambios en la grasa

con ecografias malares y bioimpedancia, con mejorias significativas dentro del
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primer afio tras el cambio (incremento de 0.8 mm en grasa malar y de 3.9 kg en
grasa total).

* Los estudios RECOMB [121] y SWEET [122] tenian un disefio muy similar:
pacientes en TAR con AZT/3TC y un tercer farmaco (en el SWEET todos EFV) eran
aleatorizados a seguir igual o cambiar los ITIAN a TDF/FTC, con un seguimiento de
72 semanas en el primer estudio y 48 semanas en el segundo. En los dos estudios
se observo una mejoria significativa en la grasa de extremidades tras el cambio: en
el RECOMB la diferencia entre las dos ramas fue de 0.6 kg a las 48 semanas y 0.9
kg a las 72 semanas y en el SWEET fue de 0.4 kg a las 48 semanas. En el estudio
RECOMB esta ganancia era mayor en aquellos pacientes con menor contenido
basal de grasa o mas de 5 afios en tratamiento con AZT, mientras que en el SWEET
esta ganancia fue mayor en los pacientes que llevaban poco tiempo recibiendo AZT

o en los que tenian mayor cantidad de grasa basal.

Comparacién de ITINAN con IPs

* Estudio ACTG 5142 [52]: tenia como objetivo primario comparar tras 96
semanas la prevalencia de lipoatrofia (definida como pérdida de mas del 20% de la
grasa en extremidades respecto al basal) en 753 pacientes naive recibiendo dos
ITIAN (TDF, AZT o d4T asociado a 3TC) y LPV/r, dos de los mismos ITIAN y EFV o
una tercera rama de LPV/r y EFV sin ITIAN. La presencia de lipoatrofia fue
significativamente mayor con dos ITIAN mas EFV (32% vs. 17% y 9% en las ramas
de LPV/r con y sin ITIAN respectivamente, p<0.023). Los pacientes recibiendo d4T
presentaron mas lipoatrofia que los que recibian AZT o TDF (42%, 27% y 9%,
respectivamente). La prevalencia seguia siendo mayor con EFV que con LPV/r tras

ajustar por la pauta de ITIAN cuando se utilizaba d4T o AZT pero no con TDF. Esta
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diferencia entre EFV y LPV/r seguia estando presente si se utilizaba como punto de
corte para definir la lipoatrofia pérdidas superiores al 10%, 20%, 30% y 40% de la
grasa en extremidades respecto al basal.

*  Estudio M03-613 [123]: comparaba la monoterapia con LPV/r (tras una fase de
induccion con AZT/3TC+LPV/r) y un TAR compuesto por AZT/3TC+EFV en 155
pacientes. Se observo una mayor incidencia de lipoatrofia en la rama de EFV (34%
vs. 5% con LPV/r). Probablemente el resultado esta muy influido por la presencia de
AZT, dado que las diferencias fueron mas marcadas a partir de la semana 24,
cuando el AZT se discontinuaba en la rama de LPV/r.

*  Sub-estudio del BMS034 [124]: se analizaron cambios en la composicion
corporal en 211 pacientes naive con EFV o atazanavir (ATV) 400 mg al dia sin
ritonavir asociados a AZT/3TC. No se observaron diferencias ni en grasa medida por
DXA ni en SAT o VAT a nivel abdominal medidos por TAC entre las dos ramas.

. Estudio A5005s [48]: se comparé EFV con nelfinavir asociados a AZT/3TC o
d4T+ddl en 157 pacientes naive. Los pacientes con nelfinavir presentaron una mayor
incidencia de lipoatrofia que los que recibieron EFV, aunque los ITIAN utilizados

podrian haber influido en el resultado.

Estudios con los Nuevos Antirretrovirales

Existe muy poca informacion respecto al impacto en la composicion corporal
de los nuevos antirretrovirales (inhibidores de la integrasa, inhibidores de la entrada
y antagonistas del CCR5).
* En el estudio STARTMRK [125] se analizdé en 477 pacientes la eficacia de
raltegravir como tratamiento de inicio comparado con EFV, asociados a TDF/FTC.

Ademas se realizé un sub-analisis del perfil metabdlico y de composicion corporal
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mediante DXA durante 96 semanas en 75 pacientes. No se observaron diferencias
significativas en el contenido de grasa entre las dos ramas, y la mayoria de
pacientes en los dos grupos presentd ganancia de grasa (media de 18% vs. 17% en
extremidades y 22% vs. 26% en tronco, con raltegravir y EFV respectivamente).
Presentaron lipoatrofia (definida como una pérdida de la grasa en extremidades del
20% o mas) unicamente 8% de los pacientes con raltegravir y 5% con EFV.

. Pérez-Matute y colaboradores [126] realizaron un estudio in vitro con adipocitos
y concentraciones terapéuticas de raltegravir, observandose un efecto neutro de
este farmaco, con una minima inhibicion de la lipolisis. En otro estudio con adipocitos
realizado por Minami y colaboradores [127], raltegravir no mostré efectos
significativos sobre la acumulacion de lipidos en los adipocitos, en la expresion de
genes lipogénicos (SRBEP-1c, PPAR-y o C/EBPa) o sobre el estrés oxidativo de los
adipocitos.

. En los estudios TORO se comparaba en pacientes con fracaso virologico y
multiples mutaciones de resistencia una rama de tratamiento optimizado mas el
inhibidor de la fusion enfuvirtide vs. una rama de tratamiento optimizado. Se realizé
un sub-estudio de composicion corporal [128] en 155 pacientes, realizando DXA y
TC basalmente, a las 24 y a las 48 semanas. Se observaron aumentos de la grasa
en tronco (419 g), brazos (179 g) y piernas (56 g) en la rama de enfuvirtide y
pérdidas en la rama de control. También se observaron aumentos significativos de la
grasa total abdominal (VAT+SAT) por TC. Es probable que los cambios en la grasa
fueran debidos al menos en parte a la mejoria de la situacion inmunologica con el
nuevo tratamiento y que las diferencias con la rama de control fueran debidas al
tratamiento optimizado de base acompanante, que era elegido por el médico

responsable del paciente.
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En cuanto al antagonista del CCRS maraviroc, no existen datos en la literatura
sobre composicion corporal.

No obstante, estos nuevos farmacos llevan mucho menos tiempo en el
mercado y se han utilizado en un numero menor de pacientes, por lo que sera
necesario tener un seguimiento mayor para confirmar su efecto neutro sobre la

grasa.

2.2.8 Consecuencias de las Alteraciones en la Composicidon Grasa

La disminucién en la capacidad almacenadora de grasa en el SAT debido a la
lipoatrofia comporta un aumento de los acidos grasos libres circulantes y un
descenso de la adiponectina. El acumulo de estos acidos grasos libres fuera del SAT
y sus consecuencias se conocen hoy en dia como lipotoxicidad [32].

Al disminuir la capacidad de almacenar grasas en SAT, existe una
acumulacion de grasa a nivel de VAT que se asocia, igual que en la poblacion
general, a alteraciones metabodlicas como dislipemia, resistencia a la insulina e
hipertension.

Pero estas alteraciones también tienen implicaciones en tejidos distintos al
adiposo. En el musculo esquelético, la lipoacumulacién debida a la incapacidad de
almacenar los lipidos en el tejido adiposo comporta resistencia a la insulina [129]. A
nivel hepatico, la resistencia a la insulina y la liberacion de acidos grasos libres
pueden conllevar esteatosis hepatica. El aumento de acidos grasos libres y el estado
pro-inflamatorio también puede afectar a las células beta del pancreas,
disminuyendo la secrecidon de insulina [130]. En la Figura 6 observamos de forma

esquematica la afectacion de los distintos 6érganos en la lipodistrofia.
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Por tanto, la lipotoxicidad comporta alteraciones metabdlicas como dislipemia
(especialmente hipertrigliceridemia) y resistencia a la insulina, con aumento de la
grasa visceral y esteatosis hepatica. Estas alteraciones son las mismas que definen
el sindrome metabdlico, que se ha asociado con un incremento en el riesgo
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Figura 6. Consecuencias de la lipodistrofia (reproducido de la referenciafMLC:).

Pero aparte de las implicaciones metabdlicas, las alteraciones en la
composicion de la grasa corporal conllevan una serie de cambios en la imagen fisica

que también comportan un impacto significativo y evidente a nivel psicoldgico y en la
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calidad de vida del paciente, que incluso pueden poner en riesgo la adherencia al

TAR.
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2.3 Alteraciones en la Composicion Osea Corporal

En los pacientes con infeccién por el VIH se han descrito fundamentalmente
tres patologias que pueden afectar al hueso:

- la pérdida de densidad mineral 6sea (DMO) con alteracion de la arquitectura
del hueso y aumento del riesgo de fractura por fragilidad, que incluye la
osteopenia y la osteoporosis

- la alteracion en la estructura del hueso por mineralizacion anémala pero sin
alteracion de la arquitectura del hueso, conocida como osteomalacia

- la destruccion del hueso por vascularizacion inadecuada, la necrosis
avascular.

En esta tesis doctoral nos centraremos unicamente en la osteopenia y la
osteoporosis, considerandolas también alteraciones de la composicion corporal. Al
igual que en las alteraciones de la grasa, estos pacientes presentan ciertas
particularidades, y en la aparicion de la pérdida de DMO estan implicados también
los mismos tres factores: el huésped, el virus y el TAR.

La osteopenia y la osteoporosis son una misma patologia, difiriendo en la
severidad de la pérdida de DMO. Asi, se define la osteopenia como una pérdida de
DMO entre 1 y 2.5 desviaciones estandar (DE) respecto a la media de una poblacion
sana joven (25-35 afos) agrupada por género, lo que se conoce como T-score. La
osteoporosis es una pérdida de DMO superior a 2.5 DE (T-score inferior a -2.5 DE)
respecto a esta misma poblacidn. El T-score solo deberia ser utilizado en mujeres
post-menopausicas. En hombres y en mujeres pre-menopausicas se deberia utilizar
el Z-score (definiendo osteoporosis como Z-score <-2), que utiliza como referencia la

media de una poblacion sana ajustada por género y edad. No obstante, se acepta
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que en hombres de mas de 50 afos con algun factor de riesgo mayor de
osteoporosis también se pueda utilizar el T-score TVRé:.

Dentro del hueso encontramos una matriz y células, de las que destacamos
los osteoblastos o células formadoras de hueso y los osteoclastos o células
resortivas. Los osteoblastos sintetizan moléculas tales como la osteocalcina, los
proteoglicanos o el receptor para la activacion del ligando del factor nuclear kB
(RANKL por sus siglas en inglés), que estimulan la formacién de hueso y regulan la
actividad de los osteoclastos. Los osteoclastos proliferan y se diferencian gracias a
la actividad de moléculas como el factor estimulante de colonias de macrofagos (M-
CSF) o RANKL vy realizan la resorcion ésea mediante una inducciéon de un ambiente
acido y por secrecion de enzimas liticos. El equilibrio entre osteoblastos y
osteoclastos determinara la DMO [132]. En la Figura 7 observamos el proceso de

formacion/resorcion osea.
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Figura 7. Proceso de formacién y resorcion 6sea. Imagen cortesia de E. Jodar.
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Es importante diferenciar entre dos tipos de hueso que nos encontramos en el
esqueleto humano:

- hueso trabecular: involucrado en el mantenimiento de la homeostasis del
hueso, es el que encontramos por ejemplo en las vértebras.

- hueso cortical: involucrado en tareas de soporte de estructuras, supone el
80% del hueso del cuerpo, y lo encontramos por ejemplo en los huesos largos
de las extremidades.

En estados de recambio 6seo aumentado, como los que observamos en el
paciente con infeccion por el VIH, el hueso trabecular se afecta mas precozmente y
de forma mas severa que el cortical, ya que tiene un remodelado mas rapido [132].

En multiples estudios de cohortes se ha observado que la incidencia y la
prevalencia de osteopenia y osteoporosis son significativamente mayores en los
pacientes con infeccion por el VIH que en la poblacién general. En un metaanalisis
de los distintos estudios comparando la prevalencia de osteoporosis entre sujetos
con y sin infeccién por el VIH, se observdé en los primeros una prevalencia de
osteopenia del 67%, con un odds ratio (OR) de 6.43 (IC95% 3.68-11.26) respecto a
los sujetos sin VIH y una prevalencia de osteoporosis del 15%, con un OR de 3.68
(IC95% 2.31-5.84) respecto a los pacientes sin VIH [12]. Estas prevalencias de
pacientes con disminucion de la DMO superiores al 50% se han confirmado en otras

cohortes [133-136].

2.3.1 Factores Relacionados con el Desarrollo de Osteopenia/ Osteoporosis en los
Pacientes con Infeccion por el VIH

La elevada incidencia y prevalencia de osteopenia y osteoporosis en los

pacientes con infeccion por el VIH puede ser debida a multiples factores. En estos
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pacientes suelen encontrarse con frecuencia factores de riesgo clasicos, pero
también se ha descrito un papel directo del propio virus y de la inflamacién
provocada por la infeccidbn crénica y algunos farmacos antirretrovirales se han
asociado a mayor pérdida de DMO que otros.

Tanto el pico de DMO que se consigue en la juventud como la pérdida de
DMO a lo largo de la vida vienen influidos por factores ambientales, pero también
dependen en gran parte de factores genéticos. Asi, sera importante conocer si
existen antecedentes familiares de osteoporosis y/o fracturas. Otros factores sobre
los que no podremos actuar pero debemos tener en cuenta son la edad y el género,
con mayor riesgo de patologia a mayor edad y en mujeres [137].

En cambio, existen muchos otros factores sobre los que si podemos influir.
Los factores de riesgo clasicos de osteopenia/osteoporosis son tabaquismo, alcohol,
opiaceos, corticoides, sedentarismo, bajo indice de masa corporal (IMC),
hepatopatia, hipogonadismo o malabsorcion, muchos de ellos presentes a menudo
en combinacion en el paciente con infeccion por el VIH [132, 137]. La lipodistrofia
también puede provocar pérdida de DMO, por mediacion de hormonas secretadas
por los adipocitos [138].

Un factor que cada vez esta cogiendo mayor protagonismo en las
alteraciones de la composicion 6sea en el paciente con infeccion por el VIH es la
vitamina D, que es fundamental en el metabolismo fosfo-calcico que afectara a la
formacion y resorcion de hueso. Esta vitamina ejerce su accion a través de la forma
activa calcitriol (1-25-dihidroxivitamina D), que se obtiene tras la activacion a nivel
del higado por la 25-hidroxilasa seguido de una activacién renal por la 1a-

hidroxilasa. Se ha observado que los pacientes con infeccién por el VIH tienen

64



Introduccion

niveles mas bajos de vitamina D [139], especialmente los que reciben TAR, lo que

puede condicionar una disminucién de la mineralizacion ésea.

La infeccién por el VIH per se puede dar alteraciones 6éseas mediante dos
mecanismos:

- Algunas proteinas virales, como gp120 o Vpr, provocan un descenso de la
actividad y apoptosis de los osteoblastos y aumentan la actividad de los
osteoclastos [140].

- El estado pro-inflamatorio, con aumento de citocinas como TNF-a e IL-6, induce la
apoptosis de los osteoblastos e incrementa la diferenciacion y actividad de los
osteoclastos. Otros mediadores inflamatorios aumentados, como RANKL o M-
CSF, también aumentan la actividad osteoclastica [140].

Se ha observado que la cifra nadir de CD4 se relaciona de forma inversa y la
duracion de la infeccién por el VIH de forma directa con la pérdida de DMO tras el
inicio del TAR, quizas traduciendo el papel del VIH y la inflamacion en la patologia

Osea [135].

2.3.2 Papel del Tratamiento Antirretroviral en el Desarrollo de
Osteopenia/Osteoporosis

El TAR se ha asociado en varios estudios a una pérdida de DMO de entre el 2
y el 6%, especialmente en los dos primeros afios con una estabilizacion posterior
[46, 141-143], aunque estos datos difieren de otros trabajos que no encuentran dicha
asociacion [133, 134]. En el estudio SMART, en que se valoraba la estrategia de
interrumpir y reintroducir de forma estructurada el TAR guiado por la cifra de CD4, se
observd un descenso progresivo de la DMO con el TAR continuo, con diferencias

significativas respecto al tratamiento intermitente, y con mayor incidencia de
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fracturas en la rama del TAR continuo [144]. Un factor a tener en cuenta es que en
algunos de los estudios en que se compara la prevalencia de osteopenia y
osteoporosis entre pacientes con o sin TAR, no se ajusta por factores de confusion
relevantes como pueden ser la edad, la duracion o la severidad de la infeccion [12].
Otro factor importante a considerar es que en el TAR se utiliza una combinacién de
varios medicamentos y por tanto es dificil atribuir a una familia o un farmaco en
concreto la causalidad de la pérdida de DMO.

Se ha observado que el AZT aumenta la osteoclastogénesis al estimular la
actividad de RANKL [145]. En un estudio en pacientes naive en que se comparaba
una pauta con AZT/3TC+LPV/ry una pauta con LPV/r+NVP, se observé una mayor
pérdida de DMO con AZT tanto en cuello de fémur como en columna lumbar [146].

Existe un estudio no aleatorizado comparando cambios en la DMO tras 48
semanas con AZT/3TC/ABC vs. AZT/3TC+LPV/r. En este estudio se observo una
pérdida de DMO en ambas ramas, que fue significativamente mayor a nivel de
columna en la rama con LPV/r que con ABC [147].

El TDF se elimina por secrecion tubular y por filtracion glomerular. Puede
provocar disfuncion tubular con aparicién de hipofosfatemia, que puede provocar
osteomalacia pero también alterar la DMO por afectacion del metabolismo fosfo-
calcico. En caso de producir disfuncion tubular, TDF también puede afectar al
metabolismo de la vitamina D, puesto que la conversion a su forma activa a través
de la 1a-hidroxilasa tiene lugar en el tubulo proximal [148]. En el estudio 903, a
diferencia de lo que paso6 con la grasa, si disponemos de DXA basal midiendo DMO.
Tras 144 semanas, se observaron mayores descensos de DMO en la columna
lumbar con TDF que con d4T (-2.2% vs -1.0%, p=0.001), con cambios parecidos con

los dos farmacos en el fémur (-2.8% vs -2.4%, p=0.06). En este estudio se observo
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que los cambios en la DMO tenian lugar entre las 24 y 48 semanas y posteriormente
se estabilizaban [46]. En la extensidn de este estudio, algunos de los pacientes
aleatorizados a d4T se cambiaron a TDF tras 144 semanas. En estos pacientes no
se observaron cambios significativos en la DMO de columna lumbar pero si
presentaron descensos significativos en la DMO de fémur (-2.6%, p<0.001) tras 144
semanas mas, mientras que los pacientes que habian sido aleatorizados
inicialmente a TDF se estabilizaron tras las pérdidas iniciales [118]. Un estudio
reciente de profilaxis pre-exposicion con TDF/FTC nos permite valorar el efecto
sobre el hueso de TDF/FTC en pacientes sin infeccidon por el VIH: en los pacientes
aleatorizados a recibir TDF/FTC se observd un descenso de la DMO del 1%, que
resultd ser significativo comparado con placebo a las 24 semanas, pero que se
estabiliz6 posteriormente dejando de existir diferencias a las 72 semanas [149].
También se ha observado en una cohorte catalana una asociacion entre la
exposicién a TDF y una mayor pérdida de DMO [136].

En distintos estudios se han observado descensos significativamente mayores
en los niveles de vitamina D con aquellos regimenes de inicio basados en EFV que
con otras combinaciones [150-152]. Esto puede ser debido a que EFV es un inductor
del sistema enzimatico citocromo p450, pudiendo provocar un aumento del
metabolismo de la 25-hidroxi-vitamina D, disminuyendo los niveles de vitamina D
activa. No obstante, este descenso en la vitamina D no se ha visto con otros ITINAN
con efecto inductor, como NVP, etravirina o rilpivirina [153, 154]. Esto sugiere un
efecto del EFV mas que un efecto de familia.

Con los IP se ha descrito un descenso de la actividad osteoblastica y un
aumento de la actividad osteoclastica. Ciertos IP, como ritonavir, pueden ademas

inhibir la 25-hidroxilasa y la 1a-hidroxilasa, alterando el metabolismo de la vitamina D
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con disminucién de su forma activa [155]. En el metaanalisis de Brown y Qagqish, al
comparar los pacientes que recibian IP vs. los que recibian otros farmacos, se
observd una mayor prevalencia de osteopenia (OR 1.5, IC95% 1.1-2.0) y
osteoporosis (OR 1.6, 1C95% 1.1-2.3) en los pacientes con TAR basado en IP,
aunque tampoco se ajustdé por factores de confusidon como la duracion de la
infeccion y con el anadido de la gran heterogeneidad de los grupos comparados [12].
Esta asociacion entre pérdida de DMO y uso de IP también se ha visto en una
cohorte catalana [136]. En otro estudio en que se media la DMO durante 48
semanas en pacientes naive que iniciaban regimenes basados en IP (LPV/r o
indinavir/r) o ITINAN (EFV o NVP), se observo una pérdida de DMO en todos los
pacientes, significativamente mayor en la columna lumbar con los IP en un analisis
multivariante que incluia entre otras variables la edad, el sexo, el tiempo de
infeccion, los CD4 nadir, el tabaquismo o el consumo de alcohol [143]. Pero en otros
estudios no se ha observado esta asociaciéon entre el uso de IP y un mayor
descenso de la DMO [133, 134, 156].

No existen practicamente datos publicados sobre el efecto de los nuevos
antirretrovirales (inhibidores de la integrasa, inhibidores de la entrada o antagonistas
del CCR5) sobre el hueso.

Existen mas datos sobre composicion 6sea y TAR de estudios que han sido
publicados durante la realizacién de los trabajos que componen la presente tesis

doctoral, que se comentaran en el apartado de discusion.
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2.3.3 Medicién de las Alteraciones en la Composicién Osea Corporal

A pesar de la elevada incidencia de osteopenia y osteoporosis en la poblacién
con infeccion por el VIH, por el momento se siguen las mismas recomendaciones
que en la poblacion general en cuanto al diagnostico y seguimiento de estas
alteraciones O6seas [157]. Posiblemente en un futuro proximo nos deberemos
plantear si es necesario realizar el despistaje de patologia 6ésea a edades mas
tempranas o0 mas a menudo en los pacientes con infeccién por el VIH. En todo caso
es importante interrogar e incidir sobre los factores de riesgo clasicos y también se
debe interrogar por antecedentes familiares o personales de fracturas [132, 137].

De forma parecida a lo que existe para el riesgo cardiovascular con el
Framingham o el Score, encontramos la herramienta FRAX que se puede consultar
a través de internet y nos permite calcular el riesgo de fractura para un paciente
concreto, ayudando en la toma de decisiones diagnosticas y terapéuticas [158]. Este
calculo se hace teniendo en cuenta el pais, por lo que se ajusta por factores
ambientales y puede realizarse con o sin los datos de una DXA.

Al igual que para las alteraciones de la grasa, la DXA se ha convertido en el
patrén de oro para el diagndstico de osteopenia y osteoporosis. Tiene las ventajas
de ser relativamente barata, con poca irradiacion, rapida y se encuentra disponible
en muchos centros. Nos permite medir la DMO total y también en localizaciones
especificas. Habitualmente se mide a nivel de la columna lumbar (L1-L4 o L2-L4) y a
nivel de fémur (en el cuello, en la cabeza y/o en la cadera total). El resultado puede
expresarse como superficie (cm?), contenido mineral 6seo (g), DMO (g/cm?) o los ya
comentados T-score y Z-score. El T-score nos da una idea del riesgo de fractura: por

cada unidad de DE que disminuye, el riesgo de fractura aumenta dos veces [132].
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La composicion 6sea también puede evaluarse con otras técnicas de imagen
como la TC, la RMN o la gammagrafia, pero no se utilizan de forma rutinaria ya que
son mas caras, con mayor irradiacion (excepto en la RMN), requieren de mas
medios, mas tiempo de exploracion y no existen valores de referencia tan bien
establecidos comparado con la DXA, especialmente en pacientes con infeccién por
el VIH.

Se pueden medir una serie de marcadores en sangre y/o orina que nos
informan sobre la formacion (fosfatasa alcalina del hueso y osteocalcina) y la
resorcion (fosfatasa acida tartrato resistente, enlaces de colageno o CTx vy
telopéptidos N terminales de colageno tipo | o NTx) de hueso. Estos marcadores
tienen ciertas ventajas, ya que dan una idea de la dinamica del metabolismo 6seo a
tiempo real y por tanto nos dan informacion de posibles patologias de forma mucho
mas precoz que los cambios que puedan aparecer en la DMO. Actualmente se
utilizan basicamente para estudios clinicos (cada vez mas frecuentemente) pero no
de forma rutinaria en la practica clinica [137].

En caso de encontrar osteopenia u osteoporosis, deberemos completar el
estudio para descartar causas secundarias. Deberemos medir la vitamina D, la
hormona paratiroidea, la testosterona en hombres y estrogenos y progestagenos en
mujeres y el calcio y fosfato en sangre y orina. Es importante también analizar la
funcién renal, estimandola mediante el filtrado glomerular y valorando también la

funcion tubular [157].
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2.3.4 Consecuencias de las Alteraciones en la Composicion Osea

La consecuencia final de la osteopenia y la osteoporosis es un aumento del
riesgo de fracturas por fragilidad del hueso, que conllevan una mayor morbi-
mortalidad para el paciente [159]. En algunos estudios de cohortes en pacientes con
infeccion por el VIH se ha observado un aumento en la incidencia de fracturas [160,
161], pero no en otras cohortes [162]. No obstante, dado que la poblacién de
pacientes con infeccion por el VIH esta envejeciendo, prolongando a la vez la
exposicion al TAR y a otros factores de riesgo en el tiempo, es muy probable que

estas cifras sigan aumentando.
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3 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO E HIPOTESIS DE TRABAJO

3.1 TOX-BICOMBO

Justificacion del Estudio

En el momento en que se diseid el estudio TOX-BICOMBO se sabia que los
ITIAN, particularmente los analogos de timidina, eran los principales causantes de la
lipoatrofia. Habia datos en TAR de inicio que confirmaban una mayor incidencia de
lipodistrofia con los antiguos ITIAN y de multiples estudios de simplificacion
cambiando de d4T o AZT a los nuevos ITIAN ABC o TDF con cierta recuperacion de
la grasa.

Lo que se planteo en el estudio BICOMBO era si una de las dos opciones de
simplificacion exploradas hasta el momento con buenos resultados, ABC o TDF, era
mejor que la otra [163]. Dado que se comercializaron combinaciones a dosis fijas
que incluian ABC/3TC o TDF/FTC en una pastilla una vez al dia, se decidid
comparar las dos combinaciones, que actualmente se han convertido en las unicas
opciones preferentes respecto a la pareja de ITIAN en la mayoria de guias de TAR
del mundo [2-4]. Asi, en el estudio BICOMBO se compararon la eficacia y la
seguridad de ambas combinaciones y en el sub-estudio TOX-BICOMBO se
analizaron los cambios en la composicion corporal, principalmente en el tejido
adiposo, con el objetivo de evaluar si las dos combinaciones eran equivalentes o una
demostraba alguna ventaja respecto a la otra. También se decidi6é valorar de forma

exploratoria el hueso, puesto que empezaban a aparecer estudios describiendo
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alteraciones Oseas en el paciente con infeccion por el VIH, algunos relacionando al
TDF con una mayor pérdida de DMO. Se plante6 un seguimiento a 96 semanas,

suficientemente largo para poder observar los cambios y su evolucion en el tiempo.

Hipotesis de Trabajo

El cambio de ITIAN mas antiguos a una combinacidn a dosis fijas de
ABC/3TC o TDF/FTC supone una mejoria o al menos una estabilizacion en la
distribucion de la grasa corporal, sin diferencias significativas entre las dos

combinaciones.

3.2 SPIRAL-LIP

Justificacion del Estudio

La aparicion del primer farmaco de la familia de los inhibidores de la
integrasa, el raltegravir, supuso una opcion de rescate muy util para aquellos
pacientes con multiples fracasos terapéuticos previos. Posteriormente se vio que era
un farmaco que ademas de su potencia presentaba un perfil de tolerabilidad muy
bueno, y concretamente desde el punto de vista metabdlico parecia tener un efecto
neutro. En cambio, los IP/r se habian asociado con lipoacumulacion sobretodo a
nivel visceral y a alteraciones metabolicas como dislipemia y resistencia a la insulina.
Ademas, en algunos estudios se habia asociado a los IP con una mayor pérdida de
DMO.

El estudio SPIRAL se disefid6 para evaluar la mejoria en el perfil lipidico
manteniendo la eficacia virologica al cambiar de un IP/r a raltegravir en pacientes
con carga viral indetectable [164]. El sub-estudio SPIRAL-LIP se diseii¢ para
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evaluar, mediante DXA y TC, los cambios en la grasa corporal, particularmente a
nivel abdominal analizando SAT y VAT pero también a nivel de extremidades, al
cambiar de un IP/r a raltegravir comparado con continuar con el régimen basado en
un IP/r. También se pretendia evaluar los cambios en la DMO tras el cambio de un
IP/r a raltegravir, ya que se desconocia por completo el efecto del raltegravir sobre el

hueso, comparado con seguir con el mismo IP/r durante 48 semanas.

Hipétesis de Trabajo

El cambio de un IP/r por raltegravir supone una mejoria en la distribucion de la
grasa corporal, con reversion o estabilizacion del acumulo de grasa a nivel visceral,

ademas de una mejoria en la DMO.

3.3 Articulo de Revision

Justificacion del Estudio

La lipodistrofia es uno de los efectos secundarios mas temidos del TAR y por
tanto se ha investigado mucho sobre este tema. Existe abundante informacién
publicada en la literatura, con el objetivo primario o secundario de analizar los
cambios en la composicion corporal y/o la toxicidad mitocondrial.

En este articulo de revisién se pretendia analizar de forma estructurada los
datos disponibles sobre cambios en la composicién de la grasa corporal, cambios en
parametros de toxicidad mitocondrial y cambios en el perfil lipidico de los distintos
ITIAN en dos escenarios claramente diferenciados, los pacientes naive y las
estrategias de cambio de TAR en pacientes con carga viral indetectable

(simplificacion).
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4 OBIJETIVOS

4.1 TOX-BICOMBO

- Objetivo Primario:

Evaluar los cambios absolutos y porcentuales de la grasa en extremidades,
medidos por DXA, en pacientes que cambian su régimen basado en dos ITIAN
(incluyendo 3TC) a ABC/3TC o TDF/FTC, manteniendo el tercer farmaco, tras 96

semanas.

- Objetivos Secundarios:

- Evaluar los cambios absolutos y porcentuales de la grasa en extremidades
tras 48 semanas.

- Evaluar los cambios de la grasa en tronco y en la grasa total tras 48 y 96
semanas.

- Evaluar los cambios en el Fat Mass Ratio tras 48 y 96 semanas.

- Evaluar los cambios en el ADNmt de PBMC tras 48 y 96 semanas.

- Evaluar los cambios en la composicion 6sea medida como DMO y T-scores

a nivel corporal total, de columna y fémur tras 48 y 96 semanas.

4.2 SPIRAL-LIP

- Objetivo Primario:
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Evaluar los cambios absolutos en el area grasa visceral abdominal (VAT),
medida por TC a nivel de L4, en pacientes que cambian el IP/r de su TAR por

raltegravir vs. continuar con el IP/r, tras 48 semanas.

- Objetivos Secundarios:

- Evaluar los cambios en el area grasa subcutanea (SAT) y total (TAT) y en el
cociente SAT/VAT a nivel abdominal tras 48 semanas.

- Evaluar los cambios en la grasa de extremidades, tronco y grasa total tras
48 semanas.

- Evaluar los cambios en la composicién 6sea medida como DMO y T-scores
a nivel de columna (L1-L4), fémur (cadera total y cuello de fémur) y corporal

total tras 48 semanas.

4.3 Articulo de Revision

Los objetivos globales del articulo de revisién son:
- Describir la fisiopatologia de la lipodistrofia y el papel que puede jugar el TAR.
- Describir los datos que existen sobre el TAR de inicio en el paciente naive,
centrandose en las alteraciones de la composicion corporal.
- Analizar las opciones de manejo en aquellos pacientes recibiendo analogos
de timidina, basados en los estudios con distintas estrategias de
simplificacion.

- Interpretacidn de los resultados y recomendaciones.
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5 METODOS

5.1 TOX-BICOMBO

5.1.1 Poblacion de estudio

Pacientes con infeccidn por el VIH-1 de edad igual o superior a 18 afios, en
tratamiento con una pauta de TAR que incluyera 3TC y otro ITIAN asociados a un
ITINAN o un IP/r, con la carga viral del VIH-1 indetectable.

Se ofrecié participar en el sub-estudio de composicién corporal de forma
consecutiva a los pacientes de tres centros de la provincia de Barcelona, para
facilitar la logistica de centralizar ciertos parametros de laboratorio y la DXA.
Participaron en el sub-estudio el Hospital Vall d’Hebron, el Hospital Clinic y el
Hospital de Bellvitge.

Los pacientes se incluyeron de Junio del 2005 a Febrero del 2006.

5.1.2 Diseno del estudio

Estudio prospectivo, comparando dos grupos paralelos, aleatorizado 1:1 (con
aleatorizacion centralizada), abierto y multicéntrico.

El sub-estudio fue disefiado a la vez que el estudio principal, antes del inicio
del mismo.

El sub-estudio fue aprobado por el Comité Etico de cada centro y todos los
participantes leyeron la hoja de informacién y firmaron el consentimiento informado

por escrito especifico del sub-estudio.
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5.1.4

Métodos

Criterios de inclusion

Infeccion por el VIH-1.

Edad igual o superior a 18 afos.

En tratamiento estable con TAR que incluya 3TC en los ultimos 3 meses.
Carga viral VIH-1<200 copias/mL en los ultimos 2 controles (ultimos 4 meses

CcOmo minimo).

Criterios de exclusion

Mujeres gestantes, periodo de lactancia o que pretendan quedar
embarazadas.

Infeccidén oportunista activa que requiera tratamiento parenteral.

Creatinina superior a 2 mg/dL.

Tratamiento con farmacos nefrotoxicos (amfotericina B, aminoglicosidos,
cidofovir, foscarnet,...).

Tratamiento con adefovir, IL-2, probenecid, corticoides sistémicos o productos
en fase de investigacion.

Quimioterapia antineoplasica sistémica.

Antecedentes de fracaso viroldgico con combinaciones que incluian ABC o

TDF o con mutaciones de resistencia a alguno de estos farmacos.
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5.1.5 Procedimientos

Los pacientes incluidos en el estudio cambiaron la pareja de ITIAN, siendo
aleatorizados a recibir ABC/3TC 600/300 mg o TDF/FTC 300/200 mg una vez al dia
en combinacion a dosis fijas, sin modificar el resto del TAR.

A los pacientes incluidos en el sub-estudio se les realizo, a parte de las visitas
y las exploraciones del estudio principal [163], los siguientes procedimientos en la
visita basal, a las 48 y 96 semanas:

- Extraccién de una muestra extra de sangre para cuantificar ADNmt:

Se obtuvieron 2 tubos CPT de sangre para aislar PBMC. Posteriormente se
extrajo el ADN total (nuclear y mitocondrial) de los PBMC y se conservo este ADN
congelado a -80°C hasta su procesamiento.

Para cuantificar el numero de copias de ADNmt se midieron las copias de
ADNmt y ADNN, utilizando una PCR a tiempo real con un detector de secuencias
ABIPRISM 7700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Se midieron todas las
muestras por duplicado y se utilizo el valor medio. La cuantificacion relativa de
ADNmMt/ADNn se calculd mediante la formula "2-EXP (CtmtADN-CtnADN)”, donde
CtmtADN y CtnADN son los ciclos umbral para los objetivos mitocondrial y nuclear,
respectivamente.

- DXA:

Se realizé una DXA de partes blandas para determinar la composicion de la
grasa corporal y una DXA ésea para determinar la composicion 6sea corporal total,
a nivel de columna lumbar y de cadera total, expresado en forma de DMO (g/cm?) y

T-scores (DE).
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El FMR se calcul6 como el cociente entre el porcentaje de grasa en tronco
dividido por el porcentaje de grasa en piernas.

Se utilizé un densitometro Lunar DPXL (Madison, WI, USA).

Se realizé de forma centralizada en el Hospital Clinic. Todas las exploraciones
fueron realizadas con el mismo densitometro e informadas por el mismo radiologo,

que desconocia la rama de tratamiento a la que habia sido asignado el paciente.

5.1.6 Analisis estadistico

Para detectar una diferencia a nivel de grasa de extremidades de -200 g a
+200 g (con una desviacion estandar de 500 g), con un poder del 80% y un nivel de
significacion bilateral de 0.05, se calculé6 que era necesaria una muestra de 25
pacientes por rama de tratamiento.

Para describir las variables cuantitativas, se han utilizado como medidas de
tendencia central y dispersion la mediana y el rango intercuartilico (percentil 25-75).
Las variables cualitativas se han expresado como numeros absolutos y porcentajes.
Los cambios desde la visita basal se compararon con la prueba de los rangos con
signo de Wilcoxon para variables cuantitativas apareadas y el test de McNemar o el
test de Chi cuadrado para variables cualitativas, con la correccion de continuidad
para el Chi cuadrado cuando un subgrupo contenia 5 sujetos 0 menos. Las variables
cuantitativas no apareadas se compararon con el test U de Mann—-Whitney. Las
correlaciones entre variables se analizaron con el test de Spearman.

Todas las pruebas se realizaron con un nivel de significacion estadistica
bilateral inferior a 0.05. Se utilizé el programa SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,

USA).
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5.2 SPIRAL-LIP

5.2.1 Poblacion de estudio

Pacientes con infeccion por el VIH-1 de edad igual o superior a 18 afos, en
tratamiento con una pauta de TAR basada en un IP/r asociado al menos a dos
farmacos antirretrovirales mas, con carga viral del VIH-1 indetectable.

Se ofrecio participar en el sub-estudio de composicién corporal de forma
consecutiva a los pacientes de cuatro centros de la provincia de Barcelona, para
facilitar la logistica de centralizar la DXA y la TC. Participaron en el sub-estudio el
Hospital Vall d’'Hebron, el Hospital Clinic, el Hospital de Bellvitge y el Hospital de
Sant Pau.

Los pacientes se incluyeron de Junio a Diciembre de 2008.

5.2.2 Diseino del estudio

Estudio prospectivo, comparando dos grupos paralelos, aleatorizado 1:1 (con
aleatorizacion centralizada), abierto y multicéntrico.

El sub-estudio fue disefiado a la vez que el estudio principal, antes del inicio
del mismo.

El sub-estudio fue aprobado por el Comité Etico de cada centro y todos los
participantes leyeron la hoja de informacién y firmaron el consentimiento informado

por escrito especifico del sub-estudio.
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5.24

Métodos

Criterios de inclusion

Infeccion por el VIH-1.

Edad igual o superior a 18 afos. Las mujeres fértiles debian tener una prueba
de embarazo negativa en los 10 dias previos a la aleatorizacion y debian
utilizar medidas contraceptivas adecuadas.

Carga viral VIH-1<50 copias/mL en dos determinaciones en los ultimos 180
dias previos a la aleatorizacion.

TAR continuo compuesto de un IP/r y al menos dos antirretrovirales mas
durante al menos 6 meses antes de ser aleatorizados. Los |IPs potenciados
podian ser indinavir, fosamprenavir, saquinavir, lopinavir, atazanauvir,
tipranavir o darunavir.

Pacientes clinicamente estables en opinion del investigador.

Analitica sin alteraciones significativas dentro de las 2-4 semanas previas a la
aleatorizacién (Hemoglobina >8,0 g/dL, neutréfilos = 750/mm?®, plaquetas 2
50.000/mm?®, Creatinina < 2,0 mg/dL, transaminasas <5 x limite superior

normalidad).

Criterios de exclusion

Embarazo, lactancia o prevision de embarazo durante el periodo de estudio.
Pacientes con TAR que se prevea no van a mantenerse durante todo el
estudio.

Utilizacion previa de inhibidores de la integrasa del VIH.

Utilizacion de farmacos en investigacion (excepto antirretrovirales en

programas de acceso expandido) en los 90 dias previos a la aleatorizacion.
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Abuso de alcohol o drogas que, en opinion del investigador, pudiera interferir
con el cumplimiento del paciente o con su seguridad.

Pacientes con infeccidn oportunista o neoplasia activas. Los pacientes con
una infeccion oportunista cronica estable podran incluirse en el estudio.
Cualquier enfermedad o antecedente patolégico que, en opinion del
investigador, pudiera confundir los resultados del estudio o suponer un riesgo
adicional al tratamiento del paciente.

Pacientes con diagnodstico de sarcoma de Kaposi (SK) visceral. También
deben excluirse los pacientes con linfedema secundario a SK cutaneo o SK
cutaneo o palatino que haya sido tratado con inmunosupresores sistémicos.
Pacientes con hepatitis aguda de cualquier causa. Los pacientes con hepatitis
cronica incluida la hepatitis B con HBsAg positivo y la hepatitis C cronica
pueden incluirse siempre que las pruebas de funcion hepatica sean estables y

cumplan todos los criterios de inclusion.

Procedimientos

Los pacientes incluidos en el estudio fueron aleatorizados a continuar con el

mismo TAR basado en IP/r o cambiar el IP/r por raltegravir 400 mg dos veces al dia,

sin modificar el resto del TAR.

A los pacientes incluidos en el sub-estudio se les realizo, a parte de las visitas

y las exploraciones del estudio principal [164], los siguientes procedimientos en el

mismo dia en la visita basal y a las 48 semanas:
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- DXA:

Se realizé una DXA de partes blandas para determinar la composicion de la
grasa corporal y una DXA 6sea para determinar la composicion ésea corporal total, a
nivel de columna (L1-L4) y fémur (cadera total y cuello), expresado en forma de
DMO (g/cm?) y T-scores (DE).

Se utilizé un densitometro Lunar DPXL (Madison, WI, USA).

-TC:

Se realizé una TC con un unico corte de 5 mm a nivel abdominal, a la altura

de L4, para medir el area de SAT, VAT y TAT, expresadas en cm?.

Tanto la DXA como la TC se realizaron de forma centralizada en el centro
CETIR de Barcelona. Todas las exploraciones fueron realizadas e informadas por el
mismo radidlogo, que desconocia la rama de tratamiento a la que habia sido
asignado el paciente.

Los resultados de dichas exploraciones fueron entregadas a los
investigadores a cargo de los pacientes una vez finalizado el estudio, por lo que no
se deriva de los resultados ninguna actitud diagnéstica o terapéutica que haya
podido influir en la evolucion de los pacientes.

No se recomendo ninguna pauta dietética o de ejercicio especifica dentro del

sub-estudio.

5.2.6 Analisis estadistico

Para detectar una diferencia a nivel de VAT de 7.6 cm? (basado en los

resultados del estudio ACTG 5224 [165]), con un poder del 80% y un nivel de
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significacion bilateral de 0.05, se calculé6 que era necesaria una muestra de 74
pacientes.

Para describir las variables cuantitativas, se han utilizado como medidas de
tendencia central y dispersién la mediana y el rango intercuartilico. Las variables
cualitativas se han expresado como numeros absolutos y porcentajes. Los cambios
desde la visita basal se compararon con la prueba de los rangos con signo de
Wilcoxon para variables cuantitativas apareadas y el test de McNemar o el test de
Chi cuadrado para variables cualitativas, con la correccion de continuidad para el Chi
cuadrado cuando un subgrupo contenia 5 sujetos o menos. Las variables
cuantitativas no apareadas se compararon con el test U de Mann—-Whitney. Las
correlaciones entre variables se analizaron con el test de Spearman.

Todas las pruebas se realizaron con un nivel de significacion estadistica
bilateral inferior a 0.05. Se utilizé el programa SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,

USA).

5.3 Articulo de Revision

A través de una busqueda utilizando PubMed se identificaron los articulos
relevantes publicados hasta Junio de 2010. La busqueda incluy6 los siguientes
términos: ‘thymidine analogs’, ‘stavudine’, ‘zidovudine’, ‘d4T’, ‘AZT’, 'ZDV’, ‘treatment
switch’. Los articulos originales en los que d4T o AZT se habian cambiado por TDF o
ABC como estrategias de simplificacion (con supresion virolégica) fueron revisados
para obtener toda la informacion disponible sobre distribucién de grasa, contenido o

funcionalidad mitocondrial y/o parametros lipidicos. Las referencias bibliograficas
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relevantes de dichos articulos también fueron consideradas. Solo se incluyeron

estudios realizados en pacientes adultos (edad igual o superior a 18 afos).
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6 RESULTADOS

6.1 TOX-BICOMBO

Adrian Curran, Esteban Martinez, Daniel Podzamczer, Montserrat Lonca, Patricia
Barragan, Manuel Crespo, Vicen¢ Falco, Sergio Vidal-Sicart, Arkaitz Imaz, Maria
Martinez, Jose Maria Gatell and Esteban Ribera.

Changes in body composition and mitochondrial DNA in HIV-1-infected patients
switching to fixed- dose abacavir/lamivudine or tenofovir/emtricitabine: a substudy of
the BICOMBO Trial.

Antivir Ther. 2012; 17 (4): 711-8. PMID: 22374987
Resumen:

Introduccioén: La distribucion de la grasa, la densidad mineral 6sea (DMO) y el ADN
mitocondrial (ADNmt) pueden mejorar, a largo plazo, tras cambiar de ciertos ITIAN a
una combinacién a dosis fijas de abacavir (ABC)/lamivudina (3TC) o tenofovir
(TDF)/emtricitabina (FTC).

Métodos: sub-estudio prospectivo, aleatorizado, abierto, multicéntrico del estudio
BICOMBO, en el que pacientes con supresion virolégica mantenida cambiaban los
ITIAN a ABC/3TC o TDF/FTC. Se realizé una DXA de cuerpo total para medir la
grasa en extremidades, tronco y total y la DMO total. Se realizaron DXA de cadera y
lumbar para medir la DMO en estas localizaciones. Se utilizé el Fat mass ratio (FMR:
porcentaje de grasa en tronco/porcentaje de grasa en piernas por DXA) para
analizar la distribucion de grasa. Se midi6 el ADNmt en células mononucleares de
sangre periférica (PBMCs). Se midieron los parametros de interés basalmente, a las
48 y 96 semanas, y se compararon entre ramas de tratamiento.

Resultados: de 56 pacientes incluidos, 45 (20 ABC/3TC y 25 TDF/FTC)
completaron el sub-estudio. Tras 96 semanas, ABC/3TC (+756 g, +12.1%) y
TDF/FTC (+337 g, +7.6%) provocaron cambios en la grasa de extremidades aunque
sin diferencias significativas entre ramas (p=0.60). En cambio, la grasa en tronco
aumento significativamente (p=0.04) con ABC/3TC (+1.184 g, +10.6%) comparado
con TDF/FTC (-370 g, -4.2%). La mediana (IQR) de FMR no cambi6 con ABC/3TC (-
0.01 [-0.16-0.06]; p=0.23), pero disminuy¢ significativamente con TDF/FTC (-0.13 [-
0.30-0.00]; p=0.007). La DMO total y el ADNmt aumentaron significativamente tras
96 semanas en los dos grupos, sin diferencias significativas entre ramas de
tratamiento.

Conclusiones: Al cambiar de ciertos ITIAN con supresion virolégica a ABC/3TC o
TDF/FTC se observaron aumentos similares de la grasa en extremidades, DMO y
ADNmt en PBMC tras 96 semanas.
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Changes in body composition and mitochondrial
DNA in HIV-1-infected patients switching to fixed-
dose abacavir/lamivudine or tenofovir/emtricitabine:
a substudy of the BICOMBO Trial

Adrion Curran', Esteban MortineZ’, Daniel Podzomezer’, Montserrat Loned®, Patricia Barragory’,
Manucel Crespo’, Vicens Falco’, Sergio Vidal-Sicart®, Arkoitz Imaz’, Marnia MartineZ, Jose Mario GatelF,

Estebon Ribera’

"Infectious Deeases Depariment, Mospital Universitan Vall dMeteon, Universtat Autdnoma de Rirceiong, Basceion, Spain
‘Infectious Dusases Department, Hospital Qiinic i Provineial, Barcelona, Spain

"Infectious Discases Department, Hospital Universitan de Belivitge, HIV Unit, L¥ospitalet de Uobeegat. Barcelona, Spain
‘Nuciear Medcine Desartment, Haspital Cline | Provincal, Barceiona, Sgain

*Carrespanding author e~mail: acurman@vhebron net

Background: Fat distribution, bone mineral density (BMD)
and mitochondrial DNA (mtDNA) may impeove, in the
long-term, after switching from nucicoside reverse tran-
scriptase inhibitors (NATIs) to fixed-dose abacavir (ABC)/
lamivudine (3TC) or tenoforir (TOF) emtricitabine (FTC).

Methods: This was a prospective, randomized, open-
label, multicentre substudy of the BICOMBO trial in
which virologically suppressed patients had their NRTIs
wwitched to ABC/ITC or TOF/FTC. Whole-body duale
encrgy X-ray absorptiometry (DXA) was used to measure
limb, trunk and total body fat and total BMD. Lumbar
and hip DXA scans were used to measure lumbar and
hip BMD. Fat mass ratio (FMR: % trunk fat/% leg fat by
whole-body DXA) was used to assess fat distribution.
mtONA was measured In peripheral blood mononuciear
cells (PBMCs). Parameters of interest were measured at

baseline, 48 and 96 weeks, and were compared between
treatment groups.

Results: Of 56 patients included, 45 (20 ABC/3TC and 25
TDF/¥TC) completed the substudy. After 96 weeks, ABC/ITC
(+758 g, +12.1%) and TOF/FTC (+337 g, +7.6%) led to non-
significantly different increases i limb fat (P=0.60). By
contrast, trunk fat showed @ significant increase (P=0.04)
with ABCAITC (+1,184 g, +10.6%) refative to TDF/FIC
(=370 g, =4.2%). Median (I0R) FMR remained unchanged
with ABC/ATC (-0.01 [-016-0.06); P=0.23), but it
decreased significantly with TDEFTC (-0.13 [-0.30-0.00});
P=0,007). Total BMD and mtONA significantly increased
after 96 weeks, without differences between groups.
Conclusions: Switching from NRTIs to either ABC/IIC
or TOF/FIC led to similar increases In limb fat, BMD and
POMC mtDNA after 96 weeks

Introduction

Currently, moss antirecraviral (ARV) therapy guidelines
recommend a once-daily fixed-dose combination (FDC)
of two nucleoside analogue reverse transcriptase inhibi-
tors (NRTls), consisting of either abacavir (ABClamivu-
dine (3TC) or tenofovir (TDF)emtricitabine (FTC), plus
a third drug [1-3}. These combinations offer conveni-
ence {one pill once daily) and good tolerability, favouring
adherence and looag-term efficacy [4,5].

One of the main advantages of these two FDCs
compared with older NRTls, mainly thymidine ana-
logues stavudine (d4T) and zidovudine (AZT), is the

low potential for causing mitochondral toxicaty [6].

0200 rorrratane Vedos! P 1 156435 [jrnd 2040 00%8 jorier]

Probably the most feared side effect of long-term
ARV therapy is lipoatrophy, & subcutaneous fat loss
in face, limbs and buttocks. Lipoatrophy is multi-
factorial [7,8], but a key factor 15 the ARV regpmen
used, mostly thymidine NRTIs [8,9]. Several studies
in treatment-naive patients have reported significant
increases in limb far with TDF or ABC when com-
pared with thymidine NRTIs [10=12]. There are also
studies in which switching thymidine NRTIs to ABC
[13,14], TDF [15-18] or any of them [19] has led
to increases in limb and total fat. The STEAL study,
switching NRTls to cither ABCATC or TDHFIC,

m
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has shown similar increases in limb and tocal far at
96 weeks with both FDCs [20].

In order to establish 2 simple and objective measure to
define lipodysirophy and improve its carly recognition,
the far mass ratio (FMR) has been developed from dual-
cncrgy X-ray absorptioanetry (DXA) measurements [21],
The FMR is defined as the ratio of the trunk fat mass per-
centage divided by the lower limb far mass percentage.
After comparning with values of the HIV-negative control
population, a cutoff value of 1.5 has been proposed o
define lipodystrophy [21,22]. The normal values of FMR
in the Caucasian US population have been reported to be
<1[23]. Although FMR has not yet been used 1o evaluate
the outcomes of body far changes in randomized studies,
it may be more informative of body fat distnbution than
just reporting limb or total far changes.

There are conflicing datx regarding the long-
term bone effects of TDF<oataining therapy. Stud-
ies in treatment-naive patients suggest that there s a
small decrease in bone mineral density (BMD) in the
first months of any ARV therapy that stabilizes later
[10,24,251. In the STEAL study, there were differential
effects of ABC/ITC (increase) and TDF/FTC (decrease)
in hip and spine T-scores after 96 weeks; however, BMD
data was not reported in this study [20].

Mitochondrial DNA (mtDNA) in peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) has been associated with
the degree of hipoatrophy [26) and the improvement of
lipoatrophy after switching NRTIs [15,16,27). How-
ever, we are not aware of any comparison on mtDNA
between ABC/ITC and TDRFTC,

We have compared the effects of switching from
NRTIs 1o esther ABC/3TC or TDF/FTC on body fat dis-
wribution, BMD and m:DNA in a subgroup of patients
from the BICOMBO trial.

Methods

Subjects and design

The BICOMBO trial is a prospective, randomized,
open-label, multicentre study in which patients with
suppressed HIV-1 infection on 3 3TCcontaining regi-
men were offered to change the NRTI backbone o
one of two FDCs: ABC/3TC 600/300 mg once daily or
TDHRFTC 300200 mg once daily, without modifying
the rest of the treatment. The details of the global ssudy
are described elsewhere [28].

The ToxBICOMBO substudy was planned priot
to the initiation of the BICOMBO trial. This sub-
study aimed to analyse changes in body far distribu-
rion, BMD and mtDNA in 3 subgroup of consecurive
patients from three sites (Hospital Universitari Vall
d'Hebron, Barcelona, Spain; Hospital Clinic i Pro-
vincial, Barcelona, Spain; and Hospital Universitani
de Bellvitge, I'Hospitalet de Llobregar, Barcelona,

m
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Spain). Patients were enrolled berween June 2005 and
February 2006 and were assessed using the same time
points and visits as in the general study. The primary
study end point was the median absolute and per-
centage change in limb fat mass measured by DXA at
week 96, Sccondary end points were median changes
in total and trunk far mass, FMR, BMD and miDNA
at weeks 48 and 96,

At bascline and at wecks 48 and 96, whole body
and lumbar and hip DXA scans (Lunar DPXL, Mad-
ison, WI, USA) were performed 1o assess body and
bone composition, FMR was calculated as the ranio of
the percentage of trunk far mass divided by the per-
centage of lower limbs fat mass [21]. Bone data (total
body, hip and lumbar spine) were expressed as BMD
(g/em’) and T-scores. Scans were centrally performed
and read by a single radiologist (SV-S) unaware of the
ARV trestment received,

In two of the sites (Hospital Universitari Vall d'Hebron
and Hospital Universitari de Bellvitge) participating in
the substudy, additional blood samples were obeained
at cach visit w determine miDNA in PBMCs. Relative
quantficaton of mtDNA versus nuclear DNA (nDNA)
was performed by real-time PCR in an ABIPRISM 7700
sequence detector {Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) as described previously [16]. All samples were
tested in duplicate and the mean value was used. The
relative quantification of mtDNA versus nDNA was cal-
culated using the formula 2-EXP (CemtDNA-CtnDNA),
where CemtDNA and CenDNA are the threshold cycles
for the mitochondrial and nuclear tangess, respectively,
Cells were preserved at -80°C until analysed,

The p | was apy | by the Ethics Comminee
at cach participating site and specific written informed
consent for the substudy was obrained from all patienss,

Statistical analysis

A sample size of 25 evaluable patients in cach group
was necessary to achieve 80% power to detect a dif-
ference from -200 g to +200 g, with an s of 500 g, in
mean limb far ar 96 weeks with 2 significance level of
0.05 using 2 two-sided test,

For quantitative variables, the medians and IQR (25th
to 75th percentiles) were used as measures of central
tendency and dispersion. The number of patients in each
category and the corresponding percentages were given
for qualitative variables, The changes from bascline
were compared with the Wilcoxon signed-rank tests and
the McNemar or 3° test for qualitative variables, with
the continuity correction for the x* when a subgroup
included five or fewer subjects. Comparisons between
quantitative non-paired variables were performed with
the Mann-Whitney U test. Correlations were analysed
by Spearman’s rank test. All statistical tests were two-
tailed and performed at a level of statistical significance

*2017 Intrvgtonel Med oo oo
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Bady changes Mter switch 8o ABCIITC or TDESTC

A ety

Characteritic TOFFIC {n=25) ABC/INC (ne20) Poalue
Age, yran 42 [3644) 42 (16-52) 41 D6-46) 06%
Male gender, n (%) 1 n) 0 {00} 13 (e8) 030
Previoss NRTH
AT, n (%) " (24) 1028 420 0729
d4T, = %) e €24 L] ang
da, n [l 16 136} s 1 {us) ogar
10¢, n [} %20 728 2001 0260
A3C, o [l 2[4 0 2001 LRE]
Thied drug. 0642
NNRTI, o Pl <0 {83] nixl 1785
PLatw) s 2108 s
CD4* T-cell count, celiyiul 460 DX3-720) 441 19-128 402 [333-733) o
Wright, kg @4 eas-ma) €14 [La8-761) N0 (650-900) 0338
Limb fat, q 002 (1,306-6,434) 4.0 [2061-6140) £.505 [1,774-7734) (.11
Limb f3t, % 1713-25) 16(13-23) 1 (12-3) 0354
Trunk fat, § 083 (6,746-12,774) 0,405 (6,864-13,204) 11,034 [6,611-12,.02%) 0468
Trunk fat, % 29 (-3l 7{:0-33] 30(22-42) oan
Yol fat g 12619 [10,482-19.0M) 12434 (10,200 -18,722) 15523 {1, 1722068 0263
Fat mags at 173 {1.19-2.39) 199 138 {113-2400 0214
Total BMD, glem’ 099 j090-1.15 09 j06e-1,14) 106 2%e-1.21) 005
MONA PEMC £9 |19-83) &6 {53-88] $3(32.26) 0260
Velues sre expressed i medien DOR| woes AL study e e | Eime [ITCL ABCITC, rfumivusiee M dase
mmwmmm 6l di . Se miDNA ONA; NNaT, mmmwummuwﬂ
m » l‘l m mmvw ll mx b m fuou

of 0.05. SPSS 15.0 software for Windows (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) was used for statistical analyses.

Results

A toral of 56 panents were included in the study. Of
them, 11 patients did not complete the 96 weeks: 7
were lost 1o follow-up, 2 withdrew consent, 1 changed
ARV duc 1o virological failure and 1 paticnt died due 1o
non-medication-related cause. There were no significant
differences in baseline characteristics between patients
who did and did not complete 96 weeks of follow-up
and losses were balanced between groups. In toal, 45
paticnts had 96 weeks data and were analysed, Of them,
25 were randomized to TDRFTC and 20 o ABCASTC.
Patient baseline characieristics are descnibed in Table 1.
Paticnts had a median limb fat of 5,082 g and 2 median
FMR of 1.73, consistent with baseline podystraphy. All
but five patents (three randomized to ABC/3TC and two
to TDRFTC) had received thymidine analogues at some
point in thear ARV therapies. There were no significant
differences in the baseline characteristics of patients whao
did and patients who did not receive thymidine ana-
logues (data not shown). There were some significant
differences baaween groups at bascline: a higher propor-
tion of patients randomized to ABC/ATC had been pre-
wiously receiving didanosine (ddl) and had higher BMD
than patients randomized 1o TDRFTC (Table 1).

Aot Tneapy 17.4

Body fat distribution
No significant differences were seen in body fat compo-
sition during the first 48 weeks, either within or between
groups. After 96 weeks, limb far increased a median
of 337 g (+7.6%) in the TDF/FTC arm (P=0.40) and
756 g (+12.1%) in the ABC/3TC arm (P=0,020), with-
out significant differences (P«0.126) between groups
{Figure 1A), Regarding trunk fat, a median decrease of
370 g (-4.2%) in the TDF/FTC group (P=0.580) and an
increase of 1,184 g (+10.6%) in the ABC/STC group
{P=0,08) was seen, this difference between groups being
significant in percentage far (P=0.044) and nearly sig-
nificant (P«0.075) in trunk fat mass (Figure 1B). Sims-
lar results 1o trunk faz were observed in total fag, with
a median decrease of 130 g (-0.7%) in the TDHFTC
group {P=0.76) and an increase of 1,779 g («12.1%) in
the ABC/3TC group (P=0.04), although differences dad
not reach significance (P«0.087) between groups (Fig-
ure 1C), Changes in body fat are described in Table 2.
Changes in limb fat were more prosounced in those
panients previously receiving a shymidine analogue
(AZT [n=11] or 64T [n=7|) compared with those not
receiving these drugs, irrespective of randomization
group, both at 48 weeks (P=0.044) and 96 wecks
(M.O”) In paticnss with previous AZT or d4T wse, 4
increase in limb far was scen after 48 weeks
(455 g, +11.7%,; P=0.022) and after 96 weeks (587 g,
+14.5%; P=0.014), without significant differences in

nm
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Figure 1. Median changes in body fat composition depending om rand tioe arm through 96 weeks of folkom-up.
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trunk or total far. No significant limb far differences
were seen after 48 weeks (<19 g, -0.4%) or 96 weeks
(205 g, +3.7%) in those patients previously receiving
TDF, ABC or édl {Figure 2),

Regarding FMR, there was a significant decrease with
TDHFTIC (0.13 [-0.30-0.00); P=0.007) and a non-
significant decrease with ABC/3TC (-0.01 [0.16-0.06);
P=0.227) after 96 weeks, independent of the prior
NRTIs used. Differences between groups were not sig-
nificant (P«0.139),

Bone mineral density
When analysing total BMD there were no significant
differences after 48 weeks within or between treatment

m

groups. After 96 weeks, increases in total BMD were
seen both with TDEFTC (0.21 glom® [0.00-0.28];
P<0.001, an increase of 23.5% compared with base-
line; Table 2) and ABC/ITC (0.08 glom' [0.01-0.22);
P«0.001, an increase of 7.9% compared to baseling;
Table 2). However, small but signsficant decreases
hip BMD (-0.01 glem’ [-0.03-0.18); P=0.008) and hip
Toscore (-0.16 SD [-0.31--0.04]; P=0,007) were seen
within the TDEFTC arm, although these were non-
significant when compared with the ABC3TC arm. No
changes were scen in lumbar spine.

Regarding prior NRTI treatment, significant dffer-
ences were observed in BMD after 48 weeks between
the 34 patients previously receaving AZT, d4T or ddl and

00 Ieteongtongl \Meaca! sk
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Body changes after switch to ABCITC or TOFIFIC

Tabie 2. Changes in primary and secondsry erdpoints after 56 weeks

Measurermeat 108AC ABCHIC Diffesences betmeen HC Poalue tetmeen HIC
OXA
Lmb fat g 337 (-532.457) 7156 [-27r3-1285) 393 (-355.884) 0126
Lmb fat. % 76(-102.189) 121 {35-262) 20(.66-229) 0s
Trunik fat g <370 (-1,134-93¢) 9184 (-317.2.28¢) 152 (-989-1,538) 0o
Teunt far. % A42(125.79) W6 (2.1-31.3) 24(-102-183) 0042
Tetal fan g “A30 (1,174,837 17179 {-639-3513) 1,026 (+1,004-2,082) oos?
Total fat, % 07 [-16.1-120) 121 {-33-359) TA[-03-168) oo
VR -0.13 {-0.30-0.00) 001 (-0.16-0.06) -0.00 {-0.10-002) 0139
suD
Tetal, glem® 021 (000-020) 000 0.01-022) 017 §001-024) oy
Tetal, % 215 j03-319) 19(04-225) 172 04-270) 010
Hip, gless’ -0.01 (-003.0,38) 000 {.0.02-002) 000 {-0.02-002) 0es
Hip. ™ -03s [-3.88-1.75] 097 (1.55.199] 006 {-2.84-159) 0esr
Spice. plem’ 0 [-004-001] 0z {.0.03-0.08) 000 {.0.03-002] 0234
Spise, = 021 (-380-154) 129 (-2.18-234] 041(-228-195) 0251
~tONA
aMc 147 (8O- 184} 148 (105-241) 143 (95-199) 065
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the 11 patients with prior use of TDF ae ABC {P=0.011),
with small decreases with the former (-0.001 giem’,
0.1%; Pu0.189) and increases with the larer (0.02 g/
cnr, +1.5%; P=0.037). After 96 weeks, these differences,
depending on prior NRT1 groups, disappeared (P=0.575):
observing an increase in BMD of 0.19 glom® (+19.1%;
P<0,001) in paticats with prior AZT, d4T or ddl usc
(without significant differences between randomizazion
arms) and an increase of 0.01 glem? (+0.9%; P=0.169) in
patients previously taking TDF or ABC.

Mitochondrisl DNA
mtDNA in PBMCs was assessed in a subgroup of 26
pazients ( 16 with TDF/FTC and 10 with ABC/3TC). There
were no significant differences in mtDNA after 48 weeks
within or between treaunent groups. After 96 weeks,
there were significant increases in meDNA in the TDF/
FTC arm (142 [60-184); P« 0,008) and in the ABC/3TC
arm (148 [105-241); P«0.008), with no significant dif-
ferences between treatment arms {Table 2). There was no
significant correlation between changes in mtDNA and
changes in body far compasition (data not shown),
Discussion
With two FDCs that have similar efficacy as switch
strategies [19,20,25], the decision of choosing one or
the other could be influenced by other factors, such as
changes in body fat composition or BMD.

In this study, patients had a median limb fat of

5.1 kg at bascline, higher than the mean content in
lipoatrophic HIV-infected patients (3.1 kg) but Jower

Astiiegl Taempy 0.4

Figure 2. Median changes o limb fat mass compositson
deperding on peior NRTI trestment through 56 weeks of
follow-up
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than in non-HIV-infected adults (7.1 kgl [29]. FMR
(1.73) was higher than the mean values in non-HIV-
infected adults (s1) |23) and in HIVeinfected adults
without hipodystrophy (<1.5) [21). After 96 weeks,
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both groups showed a limb fat increase, without
significant differences between drugs (median increase
of 337 g and 756 g with TDF/FTC and ABC/3TC,
ropectively). These changes are similar to those
observed in prior switch studies from thymidine
analogues 1o ABC or TDF [13-20,29]. A significant
increase in limb and tocal far and a nearly significant
increase in trunk fat were seen within the ABCJ3TC
group, Higher increases in body far with ABCATC
compared with TDF/FTC, although without reaching
statistical significance, have been seen in two recent
studies: in treatment-naive patients (limb far 1.7 ver-
sus 1.1 kg [P=0.12] in intention-to-trear analysis and
2.1 versus 1.2 kg [P=0.02] in as-treated analysis) of
the ACTG 52245 study |24) and in the Steal study
{20}, which compared both FDCs as switch strategics
(limb far 0.53 versus 0.42 kg and total fac 1.42 versus
1.12 kg: both P=0.46).

It is noteworthy that no significant changes were
seen during the first year and fat recuperation took
place in the second year. However, in patients pre-
viously receiving a thymidine analogue, significant
increases in Hmb far were seen as soon as 48 weeks
after the switch and these differences, compared with
patients previously receiving ABC, TDF or ddI, were
seen at 48 and 96 weeks.

When using FMR a5 an objective measure of lipod-
ystrophy there were no differences between FDC after
96 weeks. However, there is a significant decrease in
FMR with TDFFTC, as limb fat increases and trunk
far decreases. By conerast, there are no changes in
FMR with ABC3TC, as both limb fat and trunk fat
increascs. Theoretically, the aforementioned TDF/
FTC fat change profile would be more desirable from
the metabolic point of view. Howeves, this is the firs
time, 1o our knowledge, that FMR has been used 1o
compare body fat changes between drugs in a ran-
domized clinical trial and lasger studies with Jonger
follow-up would be necessary 1o confirm this finding
and its implications.

No changes in total BMD were scen in the firse
48 weeks, After 96 weeks, slight although significant
increases in toal BMD were observed with both trear-
ment groups. However, small decreases in hip BMD
and T-score were seen with TDF/FTC, although non-
significant when compared with ABC/3TC. In patients
who had not previously received TDF or ABC, a
decrease was seen during the firss year, irrespective of
randomization group, with significant increases during
the second year, whereas patients previously receiving
TDF or ABC did not show significant changes after
96 weoeks, In prior studics, discordans results have been
reported regarding BMD. Some studies have shown no
significans changes in BMD after switching from a thy-
midine analogue to TDF or ABC [18,19). In the STEAL

n
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study |20), significant differences were seen after
96 weeks in lumbar and hip T-scores (decreases with
TDFFTC and inceeascs with ABCATC), bur BMD
data were not available. In treatment-naive patients,
an initial decrease is seen with all NRTI-based treat-
ments, which is more pronounced with TDF, stabilizing
or even improving thereafter [10,24.25).

The usefulness of mtDNA determination in PEMCs
as a marker of mitechondrial toxicity is controversial,
with some studies finding [27,30] and others not find-
ing [15,31] correlation between mtDNA levels and
ARV switch, In our study, no changes were seen in
the first 48 weeks, but significant increases in PBMC
mtDNA were scen with both treatment groups after
96 weeks, without differences between them. This
mtDNA recovery has also been seen in other studies,
being related to lipoatrophy reversal in some cases
132] and, as in our study, without correlation with
body far in others [14]. This lack of correlation could
be explained by organ-specific drug toxicities, mean-
ing that mitochondrial changes should be measured in
the affected tissues and not in PBMCs [9,33],

Some limitations of our study must be highlighted.
The first is the relatively low number of patients
included. From the initial 56 patients, 11 did not com-
plete the follow-up, although their baseline charae-
teristics did not differ from the analysed patients and
Josses were balanced between treatment arms, Sec-
ondly, some patients were taking TDF or ABC before
the switch, as the inclusion criteria for the study was
a 3TC-containing regimen without other limitations.
We have performed analyses excluding these patient
observing benefits in fat, bonc and miDNA after the
switch, but with a lower statistical power, We also do
not have data on duration of prior exposure to thy-
midine analogues. Although this can be a confound-
ing factor, baseline characteristics were well-balanced
between treatment groups and the randomized design
of the study mimimizes the risk of selection bias.
Anocther limitation is that an abdominal computed
tomographic scan was not performed, which means
that differentiation between changes in subcutaneous
or visceral fat in the abdomen could not be made.

Most of the studies analysing body composition in
HIV patents limis their follow-up 1o 48 weeks. A key
issuc is whether fat recovery persists over time after
trearment switch or it achieves a plateaw, as suggested
in the few studies with 2 longer follow-up [14,20,34].
As seen in our study, significant changes can take place
in body far distribution, BMD and mtDNA after the
first year with both FDCs, especaally in those patients
who were previously receiving thymidine analogucs.
Longer follow-up is warranted to obtain valuable
informatnion about the reversibility of some side
effects, especially in fat and bone.
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6.2 SPIRAL-LIP

Adrian Curran, Esteban Martinez, Maria Saumoy, Luis del Rio, Manuel Crespo, Maria
Larrousse, Daniel Podzamczer, Joaquin Burgos, Montse Lonca, Pere Domingo, Jose
Maria Gatell and Esteban Ribera.

Body composition changes after switching from protease inhibitors to raltegravir:
SPIRAL-LIP substudy.

AIDS. 2012; 26 (4): 475-81. PMID: 22112606

Resumen:

Objetivo: Comparar los cambios en la distribucion de la grasa corporal y la densidad
mineral 6sea (DMO) tras 48 semanas, entre pacientes con supresion viroldgica que
cambian de un régimen basado en un inhibidor de la proteasa potenciado con
ritonavir (IP/r) a raltegravir (RAL) y pacientes que continuan con el IP/r.

Disefo: Sub-estudio prospectivo, aleatorizado, abierto, multicéntrico del estudio
SPIRAL.

Métodos: Los pacientes fueron aleatorizados (1:1) a continuar con el régimen
basado en IP/r o cambiar a RAL, manteniendo el resto del tratamiento. Se realizaron
una DXA y una TC basalmente y tras 48 semanas para medir la grasa corporal y la
composicion 6sea, analizando las diferencias intragrupo e intergrupo.

Resultados: Se incluyeron 86 pacientes y 74 pacientes (39 RAL, 35 IP/r)
completaron el sub-estudio. Se observaron aumentos significativos en la mediana
(IQR) de tejido adiposo visceral (VAT) [20.7 (-2.4 a 45.6) cm?, p=0.002] y de tejido
adiposo total (TAT) [21.4 (-1.3 a 55.4) cm?, p=0.013] en el grupo de IP/r tras 48
semanas. No se observaron cambios significativos en la grasa corporal con RAL o
entre grupos. Respecto a la composicion ésea, la DMO total [0.01 (0 a 0.02) g/cm?,
p=0.002], la DMO de cadera total [0.01 (0 a 0.03) g/cmz, p= 0.015] y el T-score de
cadera total [0.12 (-0.05 a 0.21) SD, p=0.004] aumentaron significativamente con
RAL, sin diferencias significativas dentro del grupo de IP/r. Las diferencias entre
ramas de tratamiento fueron significativas en la DMO del cuello femoral [0.01 (-0.02
a 0.02) g/lcm?, p=0.032] y el T-score del cuello femoral [0.01 (-0.18 a 0.18) SD,
p=0.016].

Conclusiones: Aunque no se observaron diferencias significativas entre grupos
respecto a la grasa corporal, mantener el régimen basado en IP/r se asoci6 con un
aumento significativo de VAT y TAT. Cambiar a RAL en pacientes con supresion
virologica conllevo aumentos significativos en la DMO del cuello femoral al comparar
ambas ramas de tratamiento.
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Body composition changes after switching from
protease inhibitors to raltegravir: SPIRAL-LIP substudy

Adrian Curran®, Esteban Martinez”, Maria Saumoy®, Luis del RioY,
Manuel Crespo®, Maria Larrousse”, Daniel Podzamczer©,

Joaquin Burgos®, Montse Lonca®, Pere Domingo®,
Jose Maria Gatell” and Esteban Ribera®

Objective: To compare 48-week changes In body fat distribution and bone mincral
density (BMD) between patients switching from a ritonavir-boosted protease inhibitoe
(PUY) to raktegravie (RAL) and patients continuing with PLYr,

Design: Substudy of the prospective. randomized, open-label, multicenter SPIRAL
study.

Methods: Paticnts were randomized {1 : 1) to continue with the PUr-based regimen or
switch to RAL, maintaining the rest of the treatment unchanged. Dual-energy X-ray
absoeptiometry and computed tomography scans were performed at baseline and after
48 woeks to measure body fat and bone composition, analyzing intragroup and
intergroup differonces.

Results: Exghty-six patients were included and 74 patients (39 RAL, 35 PUr) completed
the substudy, Significant increases in median [interquartile range (IQRI visceral
adipose tissue (VAT) [20.7 (~2.4 10 45,6} em?, P=0.002] and total adipose tissue
(TAT) 1214 {~1.3 10 55.4) am’, P=0.013] were scon within the PUr group, No
significant changes in body fat were seen with RAL o betwoeen treatment groups,
Regarding bone composition, total BMD (0,01 {0 10 0,02) glem?, £=0.002], total hip
BVD (0,01 {0 to 0.03) glem?, P 0.015] and total hip T score [0.12 (-0.05 10 0.21) SD,
£ 5 0.004] significantly Increased with RAL, with no significant changes within the PUr
group. Differences between treatment groups were significant in femoral neck BMD
10,01 (0,02 w 0.02) yem’, P=0032] and T score (0,01 (-0.18 o 0.18) 50,
P=0.016].

Condlusion: Although there were no significant changes in body fat between groups,
maintaining a PUr-based regimen was associated with a significant increase in VAT and
TAT, Switchang to RAL Jed to a significant increase in femoral neck BMD when
comparng between BrOUPS.  © JOI2 Walters Kluwer Hoalth | Ligsincot! Willams & Wilkies

AIDS 2012, 26:475-481

Keywords: DXA, lipodystrophy, raltegravir, ritonavir-boosted protease
inhibitor, treatment switch
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Introduction

Methods

Antiretroviral therapy (ART) has changed the evolution
of HIV infection, decreasing overall and, particulady,
AlDS-related morbidaty and mortality, However, it has
some drawbacks. One of the most feared adverse effects
of ART i lipodystrophy, 3 body far distribution
alteration that includes lipoatrophy (far Joss in face,
limbs and buntocks) and lipohypertrophy (fat accumu-
lation in breasts, visceral and dorsocervical regions), It
bas been postulated that bpoatrophy and lipohyper-
trophy are two separate conditions with different rick
factors [1,2], Lipoatrophy has been related mainly to the
duration of exposure to thymidine analogs (zidovudine
and ostavudine) [3-5], whereas lipohypertrophy patho-
geneas 1 not o clearly etablished, although at least
some protease nhibitons have been nvolved i s
appariuon [6). Some studies have thown differences in
visceral adipose tisue (VAT) in naive patients after
starting different ritonavir-boosted protease inhibitor
(Pl/r)-based ART [7] and also after switching from one
PL/r to another [8]. Other studics have compared body
far changes with Pl/r versus non-nucleoside revesse
transcriptase inhibitors (NNRTIs), with discordant
results [9-11].

Raltegravie (RAL) is the fire integrase inhibitor clinieally
available in the ART armamentanium, RAL has shown 2
bester lipid profile than efavirenz in naive patients in the
STARTMRK wrial [12), and switching from Pl/r 10 RAL
o has led to decreases in plasma hipids [13,14).
Regarding body fat datnibuton, the only avalable
information is from the aforementioned STARTMRK
study, in which RAL and ef: n ble
fat gain at 96 weeks, both in trunk and arms [12). There s
no body composition data for RAL in patients with
supprewsed HIV mfection or published studies companng
RAL with Pl/r.

Decreased bone mineral density (BMD) © another
growing concern for HIV-infected patients, The inG-
dence of osteopenia/osteoporosss and bone fractures 5
higher in these patientss compared to the genenl
population [15,16]. Allhough HIV padents frequently
have more clasical risk factoes for low BMD (eg low
body mas index, smoking, sedentary lifestyle), both HIV
m&cmnmdl\k’l‘mydnphyapoum:lmle
Tenofovir (TDF) has been iated with in
BMD los in some sudies [11,17] and there are
conflicting data about decreased BMD and PL/r exposure
[18-20]. There are no published data, to our knowledge,
for RAL and BMD.

The aim of this study was to evaluate 48-week changes in
body fat distribution and bone composition after
switching from a PI/r to RAL compared to maintaining
the Pl/r.

Design

The SPIRAL trial (clinicaltrials gov NCTO0528892) is a
prospective, randomized, open-label, multicenter study
i which patients with suppressed HIV-1 infection on a
Pl/r segimen were randomized (1:1) to continue with
the ame rearment or change the Pl/r to RAL 400 myg
b.i.d., without modifying the rest of the ART. The desails
of the global study are described elsewhere [14].

The SPIRAL-LIF wbsudy was planned prior to the
initiation of the SPIRAL study. Patients were ensolled
comsecutively from three sites in Barcelona, Spain,
between June and December 2008. The primary
endpomt was absolute change 1n VAT arca. Secondary
endpoine were changes in hanb fat, trunk fat, total fat,
total adipose tissue (TAT) area, subcutancous adipose
tissue (SAT) area and SAT/VAT ntios in body fat
composition and changes in BMD and T scores in togal
body, spine (L1-L4) and hip (femoral neck and total hip)
in bonc composition.

The protocol was approved by the Ethics Committee at
cach participating site and a specific written informed
comsent for the substudy wis obtained from all patients,

Procedures

At haseline and at week 48 whole body, lumbar and hip
dual-energy X-nay absorpiometry (DXA) scans (Lunar
DPXL, Madison, Wisconsin, USA) were performed to
awew body fat and bonc composition, At the samc tme
points, 3 computed tomography (CT) swan of the
abdomen (single cut at L4, 5 mm thick) was performed
to assess VAT, SAT and TAT areas. Tisue areas (cm’) were
calculated by summing specific timue pixels and then
multuplying by indivadual pixel surface arca. The DXA
and CT scans were performed i a ungle center following
a standardized protocol and read by a single radiologist
unaware of the patiest’s ART. The results of the DXA and
CT scars were given to the physicians in care of the
patients after the study was ended, 5o no specific actions
were immedixely derived from the results of the sans,
No specific dieary supplemenation was given w©
the patients,

Statistical

A sample size of 74 evaluable panents was conudered
necesary to detect a difference of 7.6cm’ in VAT
(according to findings from ACTG 5224 study [11]) with
an 80% power and a significance Jevel-x of 0.05 wing a
two-nded test.

For guantitative varuables, medians and interquartile
ranges (IQRs) (25th—73th percentiles) were wied as
measures of central tendency and dispersion. The number
of patients in cach category and the corrosponding
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percentages were given for qualitatve varaables, The
changes from baseline were compared with the Wilcox-
on’s signed-rank and the McNemar tests for quantitative
variables and the chi-squared test for qualstative variables,
with the continuaty correction for the chissgquare when a
wubgroup mncluded five or fower paticnts, Comparivons
between quantitative nonpaired variables were performed
with the Mann-Whitney U test. Correlations were
analyzed by Spearmman’s rank test. All statistical tests were

two-tziled and were performed at 2 level of statitical
significance of 0.03, SPSS 15.0 software for Windows
(SPSS Inc, Chicago, IMlinois, USA) was used for
dtatistical analyses,

Results

Population

Eighty-six patients were included in the study. Twelve
patients (7 in the P1/rarm and 5 in the RAL arm) did not
complete the substudy: 1 was lost to follow-up and 11
patients did not have the DXA and CT weans performed 3
48 weeks. There were no significam differences in
baseline characreristics becween patienss who did and did
not complete 48 weeks of follow-up and losses were
balanced between treatment arms. Fmally, 74 patients

Table 1. Bascline characterntion,

with 48 weeks data were amalyzed. Of them, 39 had been
randomized to switch 1o RAL and 35 10 contnue with
the P1/7. Patient’s baeline characteristics are dewcribed in
Table 1. There were no significant differences in baseline
chanacterntics between groups.

Body fat distribution

Body far changes afier 48 weeks are described in Table 2.
No upnificant differences were een within or between
groups in weight or BMI (data not shown),

In the CT scam, a sgmficant increase wathan the Pl/r

w-ncnmmcdam(lQR)VAT [20.7 {~ 24!0
456)0: Pe=0.002] and TAT [21.4 (~1.310 85.4) em”,
P=0013], u&mmsmxﬁcmld&mxummn
within the RAL group [VAT 109(—14410273)un
P=0.083; TAT 3.4 (-422 to 36.0) cm’, P=0.983] or
between treatment armn (P=0333 for VAT and
P=0,107 for TAT). No significam differences were
seen in SAT or SAT/VAT ratics within or between
treatment groups (Table 2),

Regarding the DXA scans, there were small increases in
limb fat wich both regimens, whereas in trunk and roal
fat there was a nearly significant increase with P1/r (rrunk
fat 382, P=0.077; total fat 37 g, P=0.061) and a

Clobal in=74) P e 35) RAL in= 3%

Age years) £6 (81-52) 46 (41-53) 45 (41-50¢
Sex, male 5574 24 (6% 31 (B0
HIV Infection (years) L Rr i bl 12 (616 13918
Risk factor

Homowssal 1 (%0 10 v 12 181

Heterosexual 26 (38 1 (40 12 31)

Ietravenous deug aner 1620 7 923

Hevrophiliatiood tramfus 1 0 118

Oers/uninown 79 218l 50y
HCV indection, positive 7en LR ] nes
COC sape

A 39 (53 20157) 19 149

H rTwm 514 215

C 26 0w 10 (291 18 (a0
Weight Gq 68,8 (37.8-77.3) 68.5 (58.5-73.0) 7.0 570-80.00
B | ) S5y 561625 4207220
NRT

TO# 45 (65) 28 (69 24 (62)

ASC 21 120 nzn 135

v 7o 6N 10

o e 5014 s

G 1 O 1%

OFIC 57N 26 (74) neEe
Peevioun PUY

ATV A2 4N 12 34 20150

L 1m om 15

Y 1) a5 16 (&6) 12 (&)

SV onn 7 1201 100
Teme on previcus PV, montin 280 30 019-41) msTm h—l'l.ll

menmm-llwua Resuits are expressed 25 median (interquarntile rangel o m (%) ITOFTC, lamivodinelemtriciubine: ABC, abacavie:

ATV, alzanavit; ZDV, sidovodne: BML, body mass index; d4T, Mv&m“.éW»cJW
Inhibior; PUY,

lwnn(r NRTLMMMWM

i, HOV, hpwu’(.m».w

P
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N §§§§§§ 5%?5% g; mnﬂyxfmtdc:yngmlhm.ﬂﬂ*ﬂ.ﬁomoﬁhc
=k changes reached sgnificance within or between groups,
i
” fc o = a23|3% anoupuﬁmtdﬂamcesmbodyﬁ;
§.| 3923.3 iﬁggg °.-§ compasition depending on the NRT1 backbone uied
z s"‘;i z;;;_u § in the current treatment (data not shown).
¥| Reznldg Zgico
Fel FETEETOEERTTIED gane mineal density
() e==x3s —mm22 There were 5o significant changes in BMD or T scores in
2572329 28RS E any location with PU/r after 48 weeks. On the contary,
: total BMD [0.01 (0 t0 0.02) g/emy’, o= 0.002] and toesl
¥ $# £ 8 858%% § hip BMD [0.01 (0 t0 0.03) g/em’, P=0.015] increased
3 | g2|8 Sodee 53 nﬁcmlyundundwk&poupud)d:hemalhpj‘
z wore [0.12 (<005 to 0.21) SD, P=0.004]. T sores in
£ - e i femoral neck and spine (L1-L4) had a neardy sigmficant
=EZ55% EZE increase with RAL (Table 3). When we compared both
2 g-;:!‘.?i é-i'ig treatment  arms, there were sgnificant  differences
i 8-~33p Eion o favoring RAL in femoral neck BMD and T scores (Table
£l |E g3733e £23ea| i3 3), without differences in the other locations.
(o] L1959 §T4i-
; :23:—:8 izigf gi There were no ugnaficant differences in BMD or T seores
v s tite a; in either group depending on TDF use (data not shown),
| 53 8 s §§§E§ 3 There was no correlation between changes in body fat (by
cclcio Socos ; CT or DXA) and changes in BMD or T scores in any
@ =§ 57 location (data not shown),
TE_GA=Z =582
|, | 223233 §3E33 fé
| 553353 saagg|s Discussion
:n’}".o.n- - ;r 1 i
3 :-1_.._:;‘-_- J.:;aa E With current ART, sustained virological control is a
ARSR=T SE89Y ‘E feasible therapeutic goal, and physicians treating HIV-
mnfected patients aim for treatments with small long-term
o » §‘- toxscity. Nowadays, two of the main concerns regarding
a8 & 8;; }f wde effects, especially in our growing old population, are
FE I g body fa (with i menbolic implicatons) and
88 X foe| B i
3 =< 8 J 802%%8 E bone abnormalities.
% €€ - 3 38833
§ == 3 32 592:; £ Paticnts included n this subsudy had relatively normal
33 =~ T E3233 _.Eg parametess of body fat composition, despite a median of
NE SN REESs| T2 13 years of HIV infection and a median of 32 months of
%9 protease inhibitor use. They were not Hpodystrophic,
§ s - ;g with a fat mass ratio under 1.5 [21] and nearly 6 kg of limb
: e o g Ew
s i g| aa 3 5 =e23% ,§ One of the most seriking results is that despite long-term
i %2 @ = Zsosz|= protease inhibitor wse (median 32 months), patients
F_'f; 3 @ ’3?.":"1 5% continuing the same Pi/r had a significant increase in
- 2 5 & §§§;= z& VAT and TAT after 48 weeks, suggesting thae fat changes
! ~> 8] 88223 SE. peobably comtinue over time with Pl/r. The fact that
e gi there were no significant changes in limb fat according 10
g 2 DXA scans is pot surprising because subcutaneous fit
L B33 3 changes are related to the NRT1 used and patients did noc
-~ B8
"E"g-"ga: 533 i £ E% change their NRTI backbones, There were no significant
- 35'-5"53?‘1;; 2ER changes in runk and total f3t in the PI/r arm by DXA
: 2233355 gER80 | FRE  wan bor che diecion of ko e v &
= accordance seen scans. Incremes in
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trunk fat have been described with fint-generation
protcae mhibitons [23] and with contemporary protease
mhbmub«bnuwl?llzllawwed IBI
patients, suggesting a clas effect of protease &
mmn;abdwmnﬂﬁ&Hm.myd’tbmnu&ﬂ
used DXA seans and not CT scans, which does not allow
to differentiate between SAT and VAT. Increates in VAT
arc lexs desirable, 2 they have been related to increased
metabolic risk [23]. In our study, RAL showed a more
newtral effect on body far, in accordance with two recent
m-vitro studies [26,27).

To our knowledge our wudy provides the first published
daca abous the effects of RAL on bone compositson,
Patients awitching from P1/r to RAL showed mmprove-
meats in practically all locatiom. Thes improvements
were ugnificans in total BMD and in toead hip (BMD and
T score) within the RAL group and differences were
significant favoring RAL in femoml neck (BMD and T
score) when compared to the PL/r group, These data
suggest 3 positive effect of RAL on bone. In accordance
with our results, recently presented daa from a
randomized clinical tral in naive patients also suggest a

stive effect on BMD of RAL and LPV/r compared to
TOF/enuricitabine and LPV/r [28]. As aid before, there
are cooflicting data on the effect of PI/r on the bone
[11,18-20]. Protease inhilston might be involved in
bone metabolism by increaing osteoclast differentiation
[29] and altering viamin D membaolism |30]. In our study,
the fact that there was no significant negative effect on
bone in any location within the P1/r 2rm could mean that
either P1/r do not exert 2 negative effect on bone or that
after more than 2 years of PI/r treasment, a plateau phase
has been achieved, Tha plitcau has been seen n prios
studies with NRTIs, in which important bone los wa
seen in the first year and suabilized thereafter [4,11]. This
could also explain the lack of differences between patients
receiving or not receiving TDE However, the fact that
there was an improvement in BMID after switching from
PI/r to RAL suppors that long-term Pl/r-based ART
still had a negative effect on bone that was evident after
switching 1o RAL,

In a recent work by Mampatu ef al. [31), an increase in
bone turnover markers was seen after the administration
of teamorelin (3 growth bhormone-releasing factor
analog) to patients with excessive abdominal far. We
analyzed if there was 3 correlation between the relatively
neutral effect of RAL on VAT and the improvement in
BMD and we found po asociation, However, we did not
measure growth hormone levels or bone turnover
markers in our study.

Our study has several imitations. One i the relative low
number of patients included, which limits the statistical
power when anabyzing subgroups. Twelve patients did not
complete the follow-up, but loses were well balinced
between groups, Changes in body composition may have
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been mfluenced by other facton not included in the
analysn, such as antiretrovizal druge received i the past
other than at randomization, Patients had been
on Pl/e-based ART for yeass suggesting that they had not
experienced serious side effects, including body com-
posstion abnormalities, ssociated with that therapy. Tha
could entail 3 welection bias, although it is minimized by
the nandomized design of the wial Furthermore,
differences observed between treasment arms in our
study could have been even greater in nalve patients.

In conclusion, swaching from 3 Pl/r to RAL thawed
Hmpe in bape compasition, especally in femoral
neck, whereas mainaining the P1/r chowed an increate in
VAT and TAT. Although these finding should be
confirmed wath langer studics wath Jonger follow-up,
RAL nught be conudered as a well tolerated treatment
option in ceruin patients, especilly in the HiV-infected
aging population, because of its already known lipid effects
and now because of its potential beneficial bone effects.
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6.3 Articulo de Revision

Curran A, Ribera E.

From old to new nucleoside reverse transcriptase inhibitors: changes in body fat
composition, metabolic parameters and mitochondrial toxicity after the switch from
thymidine analogs to tenofovir or abacauvir.

Expert Opin Drug Saf. 2011; 10 (3): 389-406. PMID: 21235431

Resumen:

Introduccion: Los analogos de timidina zidovudina (AZT) y estavudina (d4T) han
sido muy utilizados por su gran actividad antiviral frente al VIH, pero a expensas de
una alta toxicidad, especialmente debida a dafio mitocondrial. Se han realizado
multiples estudios sustituyendo AZT o d4T por nuevos inhibidores de la transcriptasa
inversa analogos de nucledsidos/nucledtidos (ITIAN) con menor toxicidad, como
tenofovir (TDF) o abacavir (ABC), manteniendo la eficacia virologica.

Areas revisadas: a través de una busqueda utilizando PubMed se identificaron los
articulos relevantes publicados hasta Junio 2010. La busqueda incluyd los
siguientes términos: ‘thymidine analogs’, ‘stavudine’, ‘zidovudine’, ‘d4T’, ‘AZT’, ‘ZDV’,
‘treatment switch’. Los articulos originales en los que d4T o AZT se habian cambiado
por TDF o ABC como estrategias de simplificacion (con supresion virologica) fueron
revisados para obtener toda la informacién disponible sobre distribucion de grasa,
contenido o funcionalidad mitocondrial y/o parametros lipidicos. Las referencias
bibliograficas relevantes de dichos articulos también fueron consideradas. Sélo se
incluyeron estudios realizados en pacientes adultos (edad igual o superior a 18
anos). Los lectores de esta revision obtendran un mayor conocimiento de la
toxicidad secundaria a los analogos de timidina, las alternativas terapéuticas y los
beneficios observados tras el cambio a ITIAN mas nuevos.

Opiniéon del Experto: Los analogos de timidina AZT y d4T tienen una toxicidad
considerable y el cambio pro-activo a ITIAN mas nuevos y menos téxicos, como
TDF o ABC, es necesario para evitar, corregir o revertir parcialmente estos efectos

secundarios.
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Manrloms, Spain

introduction: Thymidine analogs ridovudine (AZT) and stavudine (daT) bave
been widely used because of their antiviral activity agairst MIV, but at the
expense of high taxicity, mainly related to mitechondeial damage, Many stud-
9% have been performed replacing AZT or AT with newer nuclectide analogs
reverse tranxriptase inhibitors (NRTH) with less toxicity, such as tenclovir
(TDF) or abacavir (ABC), maintaining viralogical efficacy.

Areas covered: Relevant literature was identified using a PubMed search of
ertides published up to June 2010, Seerch terms included “thymidine
analogy’, ‘stavudine’, ‘oidovudine’, ‘daT", "AZT, ‘ZDV', treatment wwitch',
Original articles in which d4T or AZT had been replaced by TOF or ABC a8
switch strategies (with undetectable viral load) were reviewed where infar-
mation about body fat distridution, mitechendeial functionality andior
plasma lipid parameters were available, Relevant references from these
articles were also considered. Only studies performed in adult patiens
(18 yoars or alder) are included, The readars will gain a batter undanstanding
of the toxicty caused by thymidine analog, the treatment alternatives and
the benefits observed after treatment switch to newer NKTIs,

Expert opinion: Thymidine analogs AZT and daT yield consderable toicity
and proactive switch to newer NRTH such o TOF or ABC b necessary in arder
10 avoid or partially reverse such side effects.

Keywords: shacovis, DXA, lipodisroply, msmchondsl unxity, savalioe, eoofovis,
erymideos aralogs, ndovadine

Export Opin. Dvug Saf 12011) 1003359406
1. Introduction

Thysmidine analogs such as ndovudime (AZT) and savudime (d4T) have been
widdy wud since the begianing of the HIV pandemic and unsil recensly because
of their efficacy against the vina leading to a change in the coune of HIV isfection,
Howover, i we has significancly decreased in che last fow years due o imporunt
side effecer that can even jeopardise the patient’s life
Morphologic changes in HIV-infocied patients were fion deacribed by Carr v al
in the Lte 1990« 11, Lipodytrophy inchudes fat accumulagion ia beesass, vieral
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pathways thar cxplain this coxicky apart from mtDNA
Asticle highlights. deplets mmwmw»wmw
» Upoasophy remains a frequent and highly sligmatinng funceions swuch & | of & i flular signaling
comphcation of long-term antretrowral theragy ahm:nmwmxrfamnmm
onmnmm gy related o hy e ot of hondsial ial and

Wmumwme

~9~M¢rem BauEne of ridovudios w abacade
(AIC) or senclov [TOF) is the strategy which has shown
DAtter fp 10 prwweet O partially fevert paatrephy

o BoTn ARC ang TDF prowics similar inc/mases in 5md an
after treatment switch.

The bon srmeriaes key ports corteree In e eride

and danocervical (baffalo hump) rogians (lipohypertrophy)
and fat low in face, limba sad butsocks (lipaatrophy), Physical
changes can be accompanied by metsbaolic alterarions, soch s
dilipidemia and insulin raistance (12, The peevakence of
alterations in body far distribution ranges from 40 10 50%,
depending on the studion 03], It hae become one of the
mowt stigmatiing side offects of sntiscuroviedd derapy and
can enmil 1 decrease in trearment adherence and diminish
qualicy of lifc and in the long-tam wratmens dficacy.

At fing, these body chasges were related 1 protease inhib.
wwes (PD (140 Latez, it wis scen thiat Plonaive patients foccive
ing nucleosde revene i inhibitoes (NRTT) aho
bad Lpodystroply, Nllmwwdéu&mdnw
played a primary role in lipoatrophy (741, Many faccors have
boen auociated with body fae slecrations in sultivaniate anal-
y\n.nxhnloqudwhndlllVdim.yunmm-
mene, disease severity, low baseline body mam index,
Mm.wmmﬂmmwa

mdkw’lAﬂmhﬂmm
with AZT n.MpmddyIﬁmm&dﬂ'udm

limbs and buttcks In the dinical setting, triads
have shown the implicstion of thymidine anslogs in the
devidopmen: of lipostrophy, mitechondrial soxiciy and
mmbd aleeratians. Although for yeany they have been
-bxdmmmdy&yhmbuuhumu

dines a4 initial therspy aad are now alter-
m-ddouwdm\kdndopd\wddn&cmm

’i

%

AL b ‘“hM | 24 “ A Mh
\'Rﬂudhubmmﬂhlmthomun&md
body far sherarions with newer NRTIs compared co thymi.
dine analoge. van der Valk o1 af dhowed that after 50 manthe

geactic factoes w1y, but with chymidi Ofph
apmallyﬂl’hmsbm.hmdd\cmawd
Jerations 174,04 days, it is thought that lipoatro-

phy-dhpdmnmmmmmm
different risk factors (Lsaavan,

Miroachondsial roxicity has been painted s mainly roxpoe-
sible for lipostrophy. Brinkimas e el hypothesizod that DNA
y-polymerase, the enzyme rosponsbl for mitochondrial
DNA (12DNA) sepli was inhibised by NRTh, lcadiag
to m:DNA deplevion and mitochondrial dysfuncrion and,
hetefare, o the dewel of lipoatrophy 117, Sradies of

NRTIs involving cnsyme anays and cell culture Bave demon-
strated thar not all NRTIs bave the same cpacity w be
included by y-polymerase and inkibit it, 4T being the
enain ishibicor 0 newer NRTE such s abscavir (ABC),
wnofoviz (TDF), Lmhudine (3TC) nd emtricitabine
(FTC) have shown in svtro a very low affinity foe thaa
emzyme w22, In 3 sudy by Chapplain & al, Hpoarrophy
wua-anndvmhmnm&bndmldyﬁnsﬁo-mm
e (compared with son-lipodyurepiic patienis on Aighly
mmwmmdduwyﬂmn)udwthbqu
NRT] aposure and d4T use 2w, la recomt yoan, other

P w & regiesen cwosaising MT or AZT, Bpostrophy

was significandy grester in 4T recipiente (B2 we 9%,
p = 0.0001), although mDNA in PBMCs decernad signifi-

p = 0.11), with lowsr lovels in patients wish lipoatrophy
(p = 0.007) 1. Also, in the Nowavir trial, patienss recriving
ATATC ndinavie had 2 grestes rate of dinical Epoatrophy
than thow oaaed with AZT/3TClindinavie 0. The
903 sudy compared TDF versas T combined with 3TC
eacy, in the TDF arm there wae & dignificant impeavement
in Epids and Jos lipoatzophy by dusl-encrgy Xeray absorpt-
ometry (DXA) than in the T arm (incroase of 7.9 and
K6 kg in limb fae with TDF 2t 96 and 144 weeks, respec-
tively, while paticats in the AT aten gained 5 and 45 kg
in the ume sme periody, all p < 0001) 2. In the
93 seudy, fixed - dase combinations (FDC) of TDF/FTC ver-
sus AZT/ATC ogerher with EFV were compared, the former
being non-inferior and even saperior in efficacy, wich bewer
lipid profie (stal cholevieeol (1C) and low-denty lipop

tan cholatcrol (LDL-C)) snd sigmificandy greatse incresies
in lmb far afier 48 weeks (8.9 w 6.9 kg p « 0.03) oy
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Boothby er al. 2o compared AZT/ATC vermas TDFFTC
plat EFV in naive patieats with an HIV-segative contral
B, de‘mﬁmdhapnwm of geoos

d in adipocy fation contribuging to visceral
mmmnamuummm
with TDF, aad significsns disturbance in the mitochondrial
dectron transpors chais with AZT bt sot with TDF w0,
In the ABCDE mial, d4T and ABC were compared, come
bised with 3TC and EFV, By dinical ameument, 4.8%
paticats in the ABC arm and 38.3% in the MT arm devel
vped oac or more dinical signs of lipoatrophy (difference of
33.5%, 95% CI: 22 < 45%: p < 0.001). By DXA (in » sub-
Ma‘”pﬁmn).éwvg&c‘my«ro‘d\rmdybo&

frosgs § d similar weight gaine (3,1 kg with
ABC and 3.2 lgg with d4T), bur after 96 weeks weighs conrin-
ued to Increae with ABC (44,7 kg), whereat it decreasad with
dAT (423 Froes buscline). These d&fl were alwo scen in
limb far. with increascs of 913 g with ABC and decreass of
1575 g with d4T (p « 0.001). Regarding lipéd profile, both
arma had significass inarases in all kpid panameton, although
with 4 beteer ligid profile for ABC (lower incerass in trigly-

TC:HDL ratio) 1. There is anocher awdy campatiog AT

venus ABC in nave paticaws, showing improvement in
ho&;faudﬂpdptnﬂcmmm-nhmﬁulam

dﬁc::-ihmbn-adbu“wmﬂmb&y.
1. Options in patients receiving thymidine
analogs

Panients receiving thymidine amalogs with severe side effeces
MNMNMMWMWQII.
detab) of p thexe drup

& sigeaficant deczosse in ity sonicity, Mate recomly, in several
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scudics, this strasegy with d4T has boen shown o mainmin

viralogical cfficacy impeoving lipid p Laceate levels
and fas etDNA 00w,
12 Use of NRTHsparing regimens

Ia  naive patients, regiment  containing  lopinavir/
sicanavir (LPV/e) + nevirapine (NVP) 4o or EFV oy with-
out NRTIs have been coeapared 20 srandard HAART. Those
NRTI-sparing regimens have shown grostes increases in tosal
and limb faz, but with signifiass woncning in the lipid pro-
file and ather inconveniencer. There are warce data oo the use
of NRTLsparing reginens in switch stravegies. sithough wud-
icx with mew dragy aro ongoing. For the time being, wich the
new better tolerated NRT this seraucgy is seldos used,

3.3 Switch to newer NRTs, such as TDF or ABC

This ia she most wsed mrazegy, with best available daza in the
literazure, and it i thoroughly reviewnd fram here oe in
this arvicle.

4. Switch studies to the newer NRTIs TDF or
ABC

and lipid paeameten. The most redevant wtudien have been
summatived in Table 1. The immunovitological cfficacy &
not mentioned, & in all of chem at leasz the same virological
efficacy has been peoved, Furthermore, the officacy of the
new NRThL bhas been widely demonwrared in  naive
Patents 034
Th:miumdmddmmbodyﬁtdnuihmndm
hondrisl ity p (such a1 mtDNA of lactaee
W-dhpdynﬁhlnmbmb;mphmmkl—
lowing the same onder: swisch from shymidine analogs w
ABC, swicch 1o TDF snd studies where ABC and TDF aee
compared a3 switch oprioms replacing thymidine analogs.

4.1 Body fat distribution

Several teiale have accmed changer in body fat after the
winh, Some have weod sdpctve moourcments with
lipodysoroply defined by the paticns and/or che physican,
Mot have used objective tewts, such an anthropomesry,
bioimpedince or DXA.

411 Switch to ABC
In the Mimox study unmduumu’oaph-e 48], patients
with maoderste of severe | h itched fram
m(l!ﬁ)::mtl”ﬁ)mA!fumndm&lhdm
midiee asalop. Lisb far muaw by DXA increased significantly
in the ABC group, although without corrclation with chasges
in the validated lipodysirophy case definicion scoring system.
Is the TARHEEL stady 140 puticnts on d4T switched 10
cither ABC (73%) or AZT (27%). Significant incresses were
wen by DXA in all locations, with more &r gaised in 2rma
and kg in those paticnts switched @ ABC. The CT xara
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aho led i in wub bdoeninal fat (SAT)
and d in visceral abdominal far in these patienss.
The ACTG AS110 147 campased switching the chymidi

analogs s0 ABC or the full creatment w LPV/r « NVP, There
were sl two delayed swisch arms, which wero disonginued
when the rendn of the MITOX seudy 144 were presenied.
Subcutancous chigh fac and SAT increased significantly with
both eogimens, withost differences between them. There
wnmxﬁamnnpmzn:lfpmoﬁukuu
noos G, but sot lased with objective ch
by CT.

41.2 Switch to TDF

In the cxmension phase of the 903 study |41, pasicnss swischod
2t week 96 from d4T o TDF in 30 open-dabel dexign, with
peopressive increase im Hmb far (From 4.5 w 5.8 i 144 weels
afiex) alshough lower chan the 82 kg of limb faz 3¢ the
same tiene point in those patients of the 903 seudy initally
randomized o TDF who never roceived d4T.

The Succate trial ol was doigned o ovaduae
CD4-guided treasment incerrupsion and it was inially
stareed with 4T » ddl o SQV/r in naive patients, but the
NRTI componest was lazer swicched 1o TDF + FT'C follow.
Ingdnngn-pddu-.honc'l'lum.”wm
arm who swischad
wnﬁunmwndﬂudﬂd“w&
were followed for 48 wecks. Limb snd woeal fat i d

Resultados

Curran & Ribera

but with preater lscreases is thos patients pervioudy
receiving d4T or with Jower far conrent az baseline.

The Bicombo 153 was 2 head-to-head comparisan between
wo FDCs of two analogs (ABC/ITC v TDFFTC) & 2
wwitch steategy, There was a body composition substady &,
in which limb far increased similarly with both FDC, and
srunk and ol fas decreased with TDF/FTC and increased
with ABC/ITC (although in ot S differences did mot
mdsupnﬁunubc-unm Amlnbfupu
-umus ientt peevioudy g 2 thymidine analog,
1 d T Vo) proap,

hmmwz«r.ﬁm.amwmm‘m
limb and weal fir imcroned with both treatments, without

42 Paramaters of mitochondrial toxicity
Mitechondeial soxicity has been messared dicoedy activity of
different mitochondrial enzymatic complexes) and indirecdy
(changes in mtDNA 2ad ratios in mtDNAsudess DNA
(sDNA), lactate Jovds) in diffcrens stadios, although the
degroe of mitochondrial impaiment nocessary o give clinical
masifestations it unclear,

Thete ate controvenial tomlts regarding the wefulnen of
mtDNA quantification in PBMC a3 & marker of misochon-
drial toxicity in lipostrophy. Cot:nd.uﬁxnddmdungs
in mtDNA can be used 3¢ 3 masker of icity in

signifiandy by DXA, b wihowr changes in the
subjective questionnate.

In the study by Milinkovie o al (90, patents on dAT
40 mg wwice daily were randomized so contioue the same
dAT dose (d1T40), 1o reduce the d4T dose 1o 10 my; ewice
daily (d4T30) or o wwitch 10 TDF. Imcreases in limb fir
and cotal fat were wen in the d4T30 and TDF armm 1nd
docraases in the d4T40 arm. although only differences
between d4T40 and TDF wete dgnificant,

In the Lipotent study 11, puticnts wete switched froem dAT
w TDF. Changes in makar faz and sotal faz became significans

a1 the fisvt year and therealter, with | in the sub-
)ﬁwmmﬂlﬁqmﬁ%hm
bioimpedance Sindings.

similar designa, in which jutients aking AZT/3TC FDC
wete ramdomizod to continue with the sume treatment of to
wwisch o TDFFTC FDC Bodh scudics found significant
increases in Emb fat in che TDFFTC amm, sithough it was

of baseline imb faz content or peevious yeass om
AZT therapy in the Recomb and it was greater in paticass
with shom cxposure 0 AZT or lower bascline limb far in
the Sweet trial

1.2 Svitch to ABC compaved to TOF

In the Rave study w.pﬁnunalhymd:mamhpm
switched to TDF or ABC. There wis as imp

HIViinfccoed patients and chas ration of emDNA:nDNA
were signifiasaly lowsr in paticans recoiving d4 T, compared
ﬂ&mmmqhwhwﬁumm
eudi d i this d d&ffe rouls

21 Switch ta ABC
There is 2 ssbarady of the Mitox (v quantifying meDNA in
IPAMCs. At hascline, there war no cosrelation Between
peripheral limb far maw and quantificacion of mtDNA in
POMCs, wgpesting that depletion of mtDNA in PBMCs i
n0t » marker of subcutancous limb fat reess los severiey, Dare
ing Sollow-up, ne differences were scen in m:DNA barween
patients an thymidine analogs or ABC and there was no cor-
relation  berween quantity of mtDNA in PBMCs and
impeovement in limb far mass or venous bcrte bevels.

There is also 2 subscudy in only 16 patients of the TAR-
HEEL 1w with fat 2ad muscle biopsics and PBMC callection,
with HIV-usinfocted d . &, etDNA quantifi
tion, adipocyic apopsosis, mitochondnial deczron wranspors
chain activities {complexex | = 1V, dierate gynthase) aad cyto-
kine expresion levels were isesed. The mean bascline
mtDNARDNA ratio rose in all locagons. Ar bascline, mito-
cbondnﬂdyﬁmmmmmm“-uhmlyq-
nificane & in complex 1. ",mmm
any other changes in enzyme

I the ACTG AS110 1. m:DNAhI’&MCm-nd
muﬁhl.WhoNVPlhnwlchAD(‘ No sigmificant cot-

3 in sub Fat and o in

lnbﬁtumémnyuﬁnniﬁumbmnmm

mDNA were sen, h
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422 Switch to TDF
In the study by Milinkovic or ol s0, mitochondrial
fanction was ascued tho : measurement of oxygen
m-npnonmPDMCI. atimation of mitochondrial con-
un:by of the ditrate syn-
and the avidari phesphorylation (Oxphos)
sm'l:ynd-:DNAqmdiw HM.MI
slight tend w improvemest with both atrstogics wes
observed, mo significan: differences were seen after 24 weeks
among the d4T40, d4T30 and the TDF armu, excepe for
the Osphas activity, which inceeased significamily with
d4T30 and TOF,

In dhe Lipotose seudy 41, maochoadsial toxiaty was
ancased by relasive quantimtion of msDNA venus aDNA
Significant chaeges wetr soen 2s early 3 3 month and
6 months afier the swisch, bur became nonsigeificant theresd.
rer. The median lactase values decreased afrer 96 weeks (from
1,72 1o 118 mmol/l, p < 0,001), cpecially in thene pasicnss
with bascline hyperiactaremia.

Intdhe S batudy (4%, significant i in the me:
nDNA moe and improvemens in lacase levels were scem
48 waeks after the switch froe d4T + &dl o TDF « FIC

4.2.2 Svatch to ABC vi TOF

In the Bambo sbueudy 6. there was no improvement in
miDNA in PBMCs after 48 weeks, bur significant imcreases
were wen with both erestments after 96 weoeks,

41 Upid profile

Chunges in liped patameters have ncardy slways boeh second.
azy end poists in ywicch studics, bt give indirect infoemation
on the overall menbolic impact thar older NRT1s can have

4.1 Switch to ABC

No significant changes in lipid paramerers were scen in the
MITOX i, the TARHEEL 1o of the ACTG AS110 4
studics aficr switching from a dymidine analog 10 ABC. In
the ACTG AS110, che LPVie + NVP anm bad a worse lipid
profile comspared t0 the ABC arm,

422 Sentch te TDF

In the mon-companzive stodics 903 cxrension e, Lipotest o1
andd Staccato v, sigmificant improvesents in the lipid profile
were obnerved after switching from thymadine anddogs to
TDF.nnnlydmuum'lemnldnhndmd
LDLAC. The Recover stady s was 3 prospective, multi-
coarer trial awessing changes in lipid peofile in 352 patiensy
aficr wisching from 4T to TDF, All lipid parametcss cucept
HDL-C improved with the mwicch (TG -35 mgfdl TC
-17.5 mg/dl, 1LDL-C l.l mﬂd.nlp<nml).apoadlyu
e p with & bypeedipidemia. HDL-C signifi-
nndydwum&bmhwmw:nh'rc.
HDL ratio (from 4.59 t0 4.56 p < 0.01). This chasge in lipid
levels took place during the fisse weeks of the study, with
prearcr decroasa &t 12 wecks.

Resultados

Irs the scudy by Miliskovic e ol 1w, Sgmificant differences
were seen im wotal cholesterol and TGs when the TDF and the
4T4D mg arma were compared, but without diffesences in
she other lipid paramesers or when the owo d4T doses or
S4T30 and TOF were compared,

I the Recomb study 52, impeovemests in LDL were seen
after the swirch, wishout differences in the ather lipid param-

cteny, In the Swreet trial 19y, in total chol | and
TGs were seen ur 2l visiss excepr ar week 48, with greaser
changes duting the fisst weeke,

Theee ks amother recently published study is which patients
with absoemal lipsd peofile weee tandomized o switch the
NRTIs o TDF/FTC (n = 46) or continue with the sme
antirewroviral sherapy (o« 45), Half of the pasiens were k-
ing AZTATC, follownd in numbers by ABC « 3TC,
ddl « 3TC and diT « ATC. Twelve weeks later, there were
signifians decreases in TG (44 mg/dl, -25%) and LDL-C
{15 mp/dl, -9%) with TDFFTC, although with & sesall
brat vignificans decrease in HDLAC (4 mgidl) wi,

433 Switch to ABC vs TDF

Irs the Rave wady w4, sigmificant decreases in total cholesterol
and LDL favoeing TDF were scen after the swiech. In the
Bicombe sabscady (. signifians difforences in sotal choles-
werol were observed after 48 weels favoring TDF/FTC, bex
these differences aftee 96 wecks. [a the global
Bicombo sudy 4, reductions @ all lipid paramceen in the
TDFFTC growp compared with prodominant increases in
the ABC/STC group, with sgnificant differences between
atms, were scen after 48 wedo,

In che Swal wmial v TDFFTC showed 3 mocre
favarabie lipid peofile dan ABC/ITC ia sond choleseral,
LDL-C, HDL-C sad TG. The tatab HDL-C ratio was signif-
wancly lower in the TDFFTC group at week 48 bt not s
week 96,

5. Expert opinion

Hiv. jated lig ing 2 frequent and highly
Mmhmﬁlwm
rewroviral therapy. Apant from being 3 cosmenic problem
thnmupnu}ympnoadtpumnu-df-m

social ahy it is often
sated with “ disoedees that can inctcase

cardiovascular risk.

Halting and/or i hok hanges ate 3 major

mnpﬂmuuhhu&vdepdhm The
soxic effocs of thymidine analogs on mitochondria seem w
muibtxhpmphnﬂﬁxhuﬂtpomuﬂiuml’m
ABC to interk chondrial functiosn is low and
WMMMMMMWJ&:
effocus of replacing d4T or AZT with TDF or ABC (Tabie 1),
lamdﬁmmﬂh&tda‘hhmlamhﬁna

'l 1L

ngnﬁuuﬁfu“bambod:dlv.
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Lipoatrophy tovenion iy very slow and docs sot become
evident unel ar leas 6 months after the swich. It & not
known what happers in the long-teem afeer stopping thymi-
dime analogs; in somc swadics, fas gain concinues during the
second of the third year of follow-up, but thete might be a
platesu in far recovery. Alio, the magritude of fir gain is small
and lipoasrophy is il clisically evidens in mos: pasionas 2 or
3 years after swisching, In mont studics reviewsd heee, which
did mer alweys include parients with dlinically evident lipoa.
trophy, the baseline limb far with thymidi

Resultados

Curran & Ribera

DXA is now widely used is the developad woeld. Tt enight
help easlier disgrosis of body far sherarions, bur isues asnise
about what to do with this information, What is the hest
parameter 0 measare! What are the noemal values for our
HiV-infectad patients? What degree of &t low i ansributsble
0 ARV therapy, o HIV.infecrion or to ageing? Whar degree
of lipoatrophy s nocosary w0 become dinilly evidess?

Bannet of 2l 155) teparted that the fat s ratio (FMR = %
of the rrenk far man/% of the lower limbs far mass) could be

analog
was around 3 < 5 ky, wh in the general lation it

agoad for lipadyatrophy. They compared HIV-
pop 10k ld . l L L0l I!
-h-mlsli(mvdmmd:mnudpwp)m

is > 7 kg One to thiee yeans sfier switching from dhymidine
analogs to TDF ce ABC. the mcan/nsedian lismb fat increnc
was caly 0.5 - 1.5 kg Probably these change, aldwugh
they can be ugnificast from the satietical poist of view,
may not be dinically significant or percepeible for the parient
or the dinician, Foe chis reasan, it is imposzant w proactively
swiech antirctrendral therspy before lipostrophy beooenes o
denat and mot stare wxic drugs in naive patiente. Thus, chymi-
dise andop have been redogued o altcrmative opuom
carrens antiscsroviral guidelings,

With the variety of anti ital deugs available in devels
oped countries, probably thymidise analogs should mever or
only scdom be wed. Even in the devedoping wordd, WHO
guiddines recomenend not using T & 2 A option s,
Hamudnempud‘wmmhhﬁyudmm
eI P of S nsight not
hn:oéummhhmbwmm
should be uwd, bet always s the last option, watil newer
deugs become svadable 6.

The we of NRTl-sparing regimens may be a good opticn
to prevens lipostrophy of (o partially reverse it o it bas alrcady
appeared, bue trials with EFV or NVP plus LPV/r have not
yielded pood resalte due to metabalic alterations aad other
lnmvmmllom this strazegy s curromly being
i with atractive combinations including newer
well tolersted and Lipid friendly deug posaibly becoesing
very interasting opcions in the fusure (s,

Somse questioss stise from the data reviewed, The fing i
which technique is the besz 10 2msess body far changes. Some
nw“y”r_l 'M SN ”rlll’h

FMR was highes in ested HIV.isfected men with or with.
mdnnllqodymphyandumﬁxﬁumnhlv-
fectnd men and e, A chear & iemxe of FMR i
that in the same equarion ir evaluares lienb lipoatrophy and
srunk lipohyperrrophy, asd as we have seen before they might
be two amplercdy differens puthologion with Efferest rak
factors. |a this wudy, they sho found that FMR increased
with sge in both grougn, opeaally in HIV.infcred patents,
and tha: FMR was not relaced so CIXC sage, durasion of
infection, viral losd o CID4 cell count, wggesting thae HIV
by inelf does moe pliy u role in FMR, whereas treazment
wich T, AZT and indinavir was significamly rdawd w
higher FMR.

The degree of limb far Joss eneasured by DXA thar became
clinically evidest by subjective cbacrvation bes been asscised
mamuuﬂymwndnmmhxmq:
and noe absolute values lated best with subjecsi
w-ndlhlpwhﬂycm&qeﬁumhdxwmdd
be an appropriace cwoff value i In some scadics, cusoffs
of 10 and 20% limb fat loss, which are nor disically cvidesn,
have been used to derermine the impace of different drugs in
limb fae changes 147

Mirochondrial paramesery thas wrre studied improved with
the switch werategy. Some stadies demonstrated 3 progrevive
reducton in lactate lovels after replacing 4T with TDF o
mia The analyvic of PBMCs mtDNA in patients with lipoa-
mmm«;u&-mw.

objective and reproducble. The most widdy used wchnique
hDMaduhnhwmd:guHmndndmmbody

in PBMC mstDNA, sugpesing thar this

an be parly resposuible foe the secovery of mitochondrial
ﬁmulon.l- mmudh.nownthmnm

&“ N -] l(‘ l' 1ol m
mdn&.hnlhm&lvrhb.unhm
slow differensiati and visceral fie,

k-mnwﬂ:ﬂemﬂmﬂ-mummmdldaam
allow quastifying fat in face. In some ssudics, ocher sechni-
quer have been wied (airasounds, CT scan, CT scan with
muwmmwm
nance) which allow

improvement 1n mitochondnal paramcten and
fax gain. Lipoamrophy pathogenais is complex and it is prob-
able that other misochoadrial effecs of NRT1e bevides
Y-polymense inhibition and m:DNA deplation play a role
in the appearance of this side cffoct, such a8 m:DNA man-
umm«rnmmhkdlmyml&'
ative ¢ ta lation of the mucl
ipts fanPPARru deudrqmmam

Efferentisting b
ndnsﬂ:lﬁladlotqmnf]ﬁnlllipemvﬂlr but chey
have wene inconveniences that limis the widespread use in
the sctting of dinicad pracce, dlthough they might be very
uscful in specific sadics.

probably organ-specific, and mitochondrial changes should

mhmudm?l,\(()huluthaﬁwﬂtb‘m
Dyaligaderas i

mmmwummm
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apecially d4T, even in the absence of Pls, Afer roplacing d4 T
with TOF, 1 sigaificant imp in weal cholesterol
LDL-C and TGs was observed in almose all swiech snadies,
and the d Wi mare | d i patients with base-
line dylipidemia In the stadics where AZT was substinared
by TDF, the improvements in the lipid profile were smallier
than in the coc of T, In those swisch studics where the thys
midine analog, whether d4T or AZT, bas been substizured by
ABC, wmall and seally nonsigaificant chasges in the lipid
profile have been scen. a the swisch studics where ABC and
TDF were diroctly compared, TDF showed a bewer lipid pro-
file than ABC. This could be duc to 2 lipid-lowering cffecs of
TDF, demanstrated in 2 double-blind enady wheee TOF or
placcbo was added w 2 suppeening HAART, TDF signifi-
cnmtly impeoved non-HDL, LDL and toeal cholaterol come
pared to placho pe. Furthermore, in thow patiena in

Resultados

wnidine has failed o demonstrase dunble limb fa: improve-

ment Doas, The la option s surgical ion, and it can
be performed with far from the pasent him/herself or with
P ve Bearnedea b, A ul“'
In summary, thymadine anal iared lip

u.’n,wu-,.u;mm»u« Wni:

lin) ident, there ha altcady been an impor-
nmammxofpmpknl faz loss. Llpolnuphymmloon
very aow and lly i plete. la most pati i
improves but o sull dinically evident 2 or 3 yeurs aftcr
switching, The swizch 10 TDF or ABC leads 30 a prograssive
impeovement in peripheral lipoatrophy. Both drugs provide
similar increasc in limb fat, bus swisching to TDF rather
than v ABC may have some sdvantage in e of improv
ugdatllpdpnﬁk&hahnpmm&rfmopnmm
am“-:hur i ln-hcm i to be

whom the switch s not coough o rewlve dplipidamia, it
mhmclpodmphnmnodm-mmﬂ&up
nﬂm(c;.mm?k)um:heﬁydm

agenes’ activity
hfamyaﬁumtm&bumnﬂyhnd
incomplere, oﬁudmpnmommﬁxlonhwbmmd
out. Thisrelidenadiones of g agosires of the
Wmv.mwumtﬁmzmwuho
have shown o increase subcutancoas fat in congenizal mico-
hoedrial diweders sedfor disbetic lipastrophy 711 la HIV-
Socved e have shown conflicting rewls,
u!nul-pifmuhmnmudnr..\mdaqﬂﬁ
ant increases im body far in othens, especially if combined
with thymidine analog withdrawal mow. In 3 mess-analysis,
pioglieone showed better rouls thas rosightacns, bots
compared to placebo (7. However, rosiglinnzonc an incrose
lipied parameters 720w and thete ace concemas that is can alo
increne cardiovasculas discrse. Anotber stadicd straceyy bas
been wtidine supplementation, & pytimidine peecussor that
has shown o prevent and rest meDNA depletion and peevenr
the anset of 3 lipoatrephic phesatype in ix pitve adipocytes,
posddy by competiag with NRTIy a1 polymerase-y or other
enxymas (v, Howewer, in two recomtly published erials

bl Mwmnhoddbc
ﬁldmclm&méﬁdﬂmmnw
reverring morphologic changes, it is fundamental o peeven:
Bpomophy by avoiding :hyml&ncunla' peoactively
switching them if the patient s already wking them, In
paticnzs relucrant 1o change their current regimen including
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7 DISCUSION

Los cambios en la composicion corporal en el paciente con infeccién por el
VIH pueden manifestarse de multiples formas y en su aparicion estan implicados el
virus, factores del huésped y el tratamiento antirretroviral. Son de los efectos
adversos mas temidos, por las importantes implicaciones estéticas (que pueden
afectar seriamente a la calidad de vida del paciente e incluso la adherencia al
tratamiento) y porque ademas pueden conllevar consecuencias a largo plazo como
alteraciones metabdlicas o un aumento de las fracturas que condicionan una
importante morbi-mortalidad. La importante disminucion de la mortalidad y la
consiguiente longevidad que se ha logrado con el TAR ha condicionado la eclosion
de nuevas patologias, tales como las alteraciones de la grasa corporal y Oseas,
agravadas por el efecto de la edad.

En los trabajos que conforman esta tesis doctoral se ha estudiado la
implicacion de farmacos de distintas familias en la aparicion o reversion de
alteraciones de la composicion corporal, tanto en grasa como en hueso. En el
articulo de revision se analizan muchos de los estudios que se han descrito en la
Introduccion y otros que aparecen en la Discusion, dando una idea global de los
datos disponibles sobre la lipodistrofia y recomendaciones sobre el manejo en la
practica clinica diaria del paciente con infeccién por el VIH y alteraciones de la
composicién corporal.

Para facilitar la discusion, se seguira con la estructura propuesta en los

objetivos de cada uno de los trabajos.

125



Discusién

7.1 TOX-BICOMBO

En una serie de estudios tanto in vitro como in vivo que ya se han comentado
en la Introduccion y se han descrito en detalle en el articulo de revision incluido en
esta tesis [166], se observo que los antiguos ITIAN (incluyendo ddl y los analogos
de timidina AZT y d4T) presentaban una mayor toxicidad sobre la grasa que
farmacos mas nuevos, con mayor incidencia y prevalencia de lipodistrofia,
basicamente de lipoatrofia en extremidades. Esto se vio en pacientes naive
comparando directamente AZT o d4T con ABC [113] o con TDF [46, 47]. También
se observd en pacientes pre-tratados, en que se cambiaban los ITIAN mas toxicos a
ABC [115-117] o TDF [103, 118-122], con reversion parcial de la lipodistrofia o al
menos deteniendo la progresion de la misma. En este escenario se incluyen el
estudio LIPOTEST [103], de cambio de d4T a TDF, y el estudio RECOMB [121],
cambiando AZT/3TC por TDF/FTC, en los que el doctorando ha participado
activamente dentro de la misma linea de investigacion de toxicidad del TAR y por
tanto se adjuntan como anexos a la presente tesis doctoral.

Gracias a la menor toxicidad y a la mejor posologia, ABC y TDF pasaron a
convertirse en los ITIAN de primera eleccién, asociados a 3TC o FTC en co-
formulacion. No obstante, quedaba por definir si existian diferencias entre ABC y
TDF respecto a los cambios en la composicion corporal, a parte de tener en cuenta

la eficacia o la seguridad.

7.1.1 Cambios de la grasa en extremidades
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Respecto al objetivo principal de este sub-estudio, el analisis de los cambios
de la grasa en extremidades comparando ABC/3TC y TDF/FTC, no se observaron
diferencias significativas entre ambas combinaciones.

El estudio se disefid a 96 semanas para dar tiempo a la recuperacién del
tejido adiposo tras el cambio de ITIAN, y este es un punto fuerte del estudio.
Ademas, como objetivo secundario del estudio también se analizaban los cambios a
las 48 semanas, para valorar si la recuperacion de la grasa era mas 0 menos precoz.
Muchos de los estudios previos realizaban un seguimiento a 48 semanas, que puede
haber sido insuficiente. En los estudios en que se alargé el seguimiento, como el
MITOX [167] o la extensién del 903 [118], se observo que los cambios en la grasa
continuaban tras el primer afo.

En nuestro estudio, tras 48 semanas no se observaron cambios significativos
en la grasa de extremidades ni dentro de cada rama ni entre ramas de tratamiento. A
las 96 semanas se observo un incremento de la grasa en extremidades de +337 g
(+7.6%) con TDF/FTC, que no llegd a alcanzar significacidon estadistica, y de +756 g
(+12.1%) con ABC/3TC (p=0.02), sin diferencias significativas entre grupos.

Los pacientes incluidos en el estudio cumplian inicialmente la definiciéon de
lipodistrofia, con 5.1 kg de grasa de mediana en extremidades (muy por debajo de
los 7.2 kg que se considera la media “normal” de los pacientes sin infeccion por VIH
[168]) y un FMR de 1.73 (por encima de 1.5 segun la definicion de Bonnet y
colaboradores [106]). Aunque las diferencias en el momento de inclusion no fueron
estadisticamente significativas entre grupos, los pacientes aleatorizados a ABC/3TC
tenian mayor contenido de grasa en extremidades que los de TDF/FTC (5.5 Kg vs
4.3 Kg, p=0.091). Esto podria traducir reservas de tejido adiposo menos

deplecionadas y con mayor capacidad de recuperacion en el grupo de ABC/3TC. En
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el estudio RECOMB [121] la cantidad de grasa en extremidades en el momento
basal (< o > a 7.2 kg) se relacion6 con la ganancia de grasa, siendo
significativamente mayor en los pacientes con menor cantidad de grasa. En cambio,
en el estudio SWEET [122] los pacientes con menor cantidad de grasa presentaban
menores ganancias, de forma parecida a lo que encontramos en nuestro estudio. La
combinacion de ITIAN que el paciente estaba tomando en el momento de la
inclusion también puede jugar un papel importante y estar relacionada con la
cantidad de grasa basal. A pesar de la aleatorizacion, mas pacientes del grupo de
TDF/FTC estaban recibiendo analogos de timidina basalmente y mas pacientes del
grupo de ABC/3TC provenian de una pauta con ddI+3TC. Como se ha comentado
en la Introduccion, la toxicidad de los distintos ITIAN es tejido-especifica: con los
analogos de timidina la toxicidad es predominantemente sobre el tejido adiposo [42,
60], mientras que con el ddl es mayor sobre los hepatocitos [25, 61-63]. Esto
también podria explicar una menor recuperacion de grasa en el grupo de TDF/FTC,
porque los adipocitos estuvieran mas afectados por AZT o d4T.

Al analizar los cambios en la grasa de extremidades en los pacientes que
tomaban previamente analogos de timidina (respecto a los que no los tomaban), se
vio que ya presentaban un incremento significativo a las 48 semanas,
independientemente del tratamiento asignado, y que ésta seguia aumentando a las
96 semanas. En cambio, los pacientes que recibian previamente ABC, TDF o ddl no
presentaron incremento significativo de grasa a las 48 o 96 semanas (lo que
apoyaria la menor toxicidad del ddl sobre el adipocito). Por tanto, los cambios
observados en nuestro estudio son fundamentalmente debidos al aumento de la
grasa al pasar de un analogo de timidina a ABC o TDF, sin diferencias entre estos

dos farmacos en el resultado final.
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Si comparamos los resultados del objetivo principal de nuestro estudio con los
de otros estudios recientes en pacientes pre-tratados, vemos que son concordantes
y parecidos en magnitud. En el estudio RAVE [169] se sustituia de forma
aleatorizada d4T o AZT por ABC o TDF (sin utilizar combinaciones a dosis fijas) en
pacientes con lipodistrofia clinicamente evidente. La recuperacion de grasa en
extremidades tras 48 semanas fue de 329 g en la rama de TDF y 483 g en la de
ABC. Los incrementos fueron significativos con los dos farmacos, mayores en los
pacientes que tomaban previamente d4T, mientras que no hubo diferencias entre
ABC o TDF. El estudio STEAL [170] tenia un disefio muy parecido al BICOMBO,
aleatorizando pacientes que estaban recibiendo un tercer farmaco y dos ITIAN (que
incluian TDF o ABC en un 50% de los pacientes) a cambiar los dos ITIAN por una
combinacion a dosis fijas de ABC/3TC o TDF/FTC, con un seguimiento a 96
semanas. A las 48 y 96 semanas se observaron unas ganancias de grasa en
extremidades (que basalmente era de unos 5.5 Kg) de 300 y 530 g con ABC/3TC y
de 190 y 420 g con TDF/FTC, sin diferencias entre grupos.

Posteriormente han aparecido estudios que comparan las combinaciones a
dosis fijas de ABC/3TC y TDF/FTC en pacientes naive [171, 172], pero el unico que
analiza la composicion corporal es el ACTG 5224s (sub-estudio del ACTG 5202)
[165]. Este sub-estudio ademas de comparar las dos combinaciones a dosis fijas de
ITIAN también comparaba el tercer farmaco, en este caso EFV y ATV/r. Uno de los
dos objetivos primarios era la prevalencia de lipoatrofia (definida como pérdida de
grasa superior al 10% respecto al basal en extremidades) y como objetivos
secundarios también se analizaban los cambios en la cantidad de grasa de
extremidades y el VAT tras 96 semanas. La incidencia de lipoatrofia tras 96 semanas

fue de 17.6% con ABC/3TC y 14.9% con TDF/FTC, sin diferencias significativas
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entre tratamientos. Esta elevada cifra es debida al punto de corte del 10% escogido
por los investigadores y disminuia al 4.9% en ambos grupos si se establecia un
punto de corte del 20% respecto al basal. Al analizar los cambios en la grasa de
extremidades, se vio un incremento significativo en todas las ramas, lo que denota
una recuperacion de tejido adiposo al detener la replicacion del VIH (al realizar un
estudio multivariante se vio que la carga viral basal mas elevada se relacionaba con
una mayor recuperacion de grasa). No se observaron diferencias significativas segun
la pareja de ITIAN mediante un analisis por intencidn de tratar (incremento de 1.66
kg [24.9%] con ABC/3TC y 1.11 kg [20.9%] con TDF/FTC) pero si en un analisis por
tratamiento, en que el incremento absoluto de grasa en extremidades fue mayor con
ABC/3TC (diferencia de 0.88 kg [IC95% 0.14—1.61; p=0.019] respecto TDF/FTC).
Asi pues, en el RAVE y el STEAL se observan los mismos hallazgos que en el
TOX-BICOMBO: cierta recuperacion de grasa en extremidades tras el cambio, sin
diferencias entre ambas combinaciones a dosis fijas pero con una tendencia a un
mayor incremento con ABC/3TC. El ACTG 5224s muestra que en pacientes naive se
producen cambios en el mismo sentido, pero de mayor magnitud. En los estudios de
simplificacion los pacientes modifican el TAR con supresion viroldgica, por lo que en
los cambios que observamos apenas juega ningun papel el VIH. Los factores
inherentes al huésped tampoco cambian significativamente, por lo que se evalua
principalmente el impacto de los distintos antirretrovirales (los inmediatamente
previos y la exposicion acumulada en el tiempo). En cambio, en los estudios en
pacientes naive también estan implicados factores del huésped y de la replicacion
del VIH y no hay exposicion acumulada a farmacos antirretrovirales, por lo que los
cambios que medimos son debidos a ABC/3TC o TDF/FTC. Ademas, los ITIAN van

acompanados de un tercer farmaco, que puede también estar implicado en cambios
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de la composicion corporal (que discutiremos mas adelante, con el estudio SPIRAL-
LIP). Evaluar la implicacion del tercer farmaco en la aparicion de lipoatrofia es muy
dificil en el estudio TOX-BICOMBO, puesto que el 89% de los pacientes estaba con
un ITINAN y por tanto el subgrupo de pacientes con IP/r es muy pequefio para hacer
comparaciones. Ademas, la heterogeneidad de las combinaciones de TAR hace que
la comparacién esté afectada por multiples factores de confusion. No obstante, éste
no era uno de los objetivos de nuestro estudio, puesto que el tercer farmaco no se
modificd y por tanto no era esperable que los cambios observados en la grasa de
extremidades fueran debidos a éste.

Una de las limitaciones del TOX-BICOMBO, que comparte con el STEAL, es
que el paciente podia estar tomando ABC o TDF en el momento de inclusién. Esto
puede haber minimizado la recuperacion de grasa, y asi se evidencia al excluir del
analisis los pacientes que recibian previamente alguno de estos dos ITIAN. Otra
limitacion, de la que adolecen los tres estudios de simplificacion comentados, es que
se tiene en cuenta el TAR inmediatamente anterior al cambio pero no la exposicién
acumulada a los distintos antirretrovirales, lo que puede suponer un sesgo, aunque
minimizado en parte gracias al disefio aleatorizado. Todos los pacientes que
participaron en el estudio TOX-BICOMBO excepto 5 (3 de ABC/3TC y 2 de
TDF/FTC) habian recibido analogos de timidina en algun momento de su historial
terapéutico, aunque no esta recogido ni cuando ni durante cuanto tiempo. Tampoco
se ajusta el analisis por variables que podrian afectar a la composicién corporal,
como pueden ser la dieta o el ejercicio, pero al tratarse de estudios longitudinales en
que se sigue a los mismos pacientes sin haber realizado ninguna accion a parte de
modificar la pareja de ITIAN, no es esperable que estos factores influyan

significativamente en el resultado final.
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Otra limitacién es el numero relativamente pequefo de pacientes incluidos,
ademas de los 11 que no finalizan el estudio (que supone un 19% del total). No
obstante, no hay diferencias significativas en las caracteristicas basales entre los
pacientes que completan y los que no completan el estudio y las pérdidas estan bien
distribuidas entre los dos grupos. Sin pretender que sirva de justificacion, la tasa de
abandonos en otros estudios comentados era incluso mas elevada (25% en el ACTG
5224s y 28% en el ASSERT) [165, 171]. Esto da una idea de la dificultad de seguir
durante tanto tiempo a estos pacientes, especialmente si el seguimiento precisa
realizar exploraciones complementarias como DXAs o TCs.

El manejo del paciente que presenta pérdida de grasa en extremidades es
complejo. En el paciente naive, con los conocimientos que tenemos hoy en dia,
queda claro que debemos evitar los analogos de timidina. Las opciones de ITIAN se
deberian reducir a ABC/3TC o TDF/FTC.

En caso de que el paciente esté recibiendo un TAR que contenga un analogo
de timidina y no presente lipoatrofia clinicamente evidente, debemos realizar un
cambio de los farmacos potencialmente téxicos de forma pro-activa. Cuando la
lipoatrofia se hace evidente ya se ha perdido al menos un 30% de la grasa [94] y es
muy dificil recuperarla, por lo que debemos actuar antes. A veces al paciente es
reacio a cambiar un tratamiento que ha tomado durante afios con buena eficacia
terapéutica y sin efectos secundarios aparentes. En estos casos puede ayudar
realizar una prueba de imagen como por ejemplo una DXA para cuantificar la grasa
en extremidades, siendo util para tomar decisiones y para el seguimiento posterior.
En caso de que el paciente presente lipoatrofia franca, probablemente Ila
recuperacion soélo sera parcial. Tanto si existe lipoatrofia evidente como si no, es

importante suspender el analogo de timidina. Con los resultados de los distintos
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estudios, incluido el nuestro, podemos concluir que desde el punto de vista de la
composicién grasa es probablemente indistinto cambiar a cualquiera de las dos
opciones (ABC/3TC o TDF/FTC). En ocasiones no es posible este cambio, por
ejemplo por resistencia a 3TC/FTC. La reduccion de dosis de d4T, que se habia
investigado en un pasado no muy lejano de forma parecida a lo que se habia hecho
con AZT para disminuir la toxicidad manteniendo la eficacia [120, 173, 174], es
totalmente indefendible con las opciones terapéuticas de que disponemos hoy en
dia, incluso en paises en vias de desarrollo. Se podria administrar conjuntamente
ABC y TDF como pareja de ITIAN, pero no hay estudios satisfactorios con esta
combinacion. También se pueden construir regimenes de tres farmacos con TDF o
ABC y algunas de las nuevas opciones de que disponemos actualmente. Finalmente
cada vez tenemos mas datos con terapias libres de analogos, tanto en monoterapia
como biterapia. La simplificacion a monoterapia con darunavir (DRV)/r o LPV/r ha
demostrado eficacia viroldgica, aunque unicamente estan recomendados como
alternativa en ciertas guias [2, 3]. Los datos referentes a composicion corporal con
monoterapia se reducen al estudio MONOI, observando un mayor aumento de grasa
en extremidades con la monoterapia con DRV/r comparado con TDF/FTC+DRV/r
durante el primer afo, pero sin diferencias significativas al final del segundo afio
[175]. Respecto a la biterapia, existen datos de eficacia con combinaciones de LPV/r
con EFV o NVP, observando un mayor aumento de la grasa total y en extremidades
que con las pautas comparadoras estandar, pero con un peor perfil lipidico [172, 176,
177]. Mas recientemente han aparecido estudios combinando IP/r con farmacos de
nuevas familias como inhibidores de la integrasa o antagonistas del CCRS5, con

resultados dispares en cuanto a eficacia y seguridad [178, 179].
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A parte de modificar el TAR, se han estudiado otros farmacos que puedan ser
utiles en la lipoatrofia, como las tiazolidinodionas [180, 181], la metformina [182, 183]
o la uridina [184, 185], con resultados discordantes y a menudo con efectos
secundarios notables. Como ultima opcion tenemos la cirugia. La mas frecuente es
la cirugia reparadora a nivel facial, con infiltracion de grasa aut6loga o de materiales
sintéticos reabsorbibles (acido polilactico-Sculptra®, hidroxiapatita—Radiesse®) o}
permanentes (derivados poliacrilamidicos-Aquamid®). Se trata de cirugia ambulatoria
con escasas complicaciones, entre las que se encuentran la hiperemia local, la
infeccion o la formacion de nddulos [186]. También se ha realizado correccion
quirurgica de la lipoatrofia a nivel de nalgas, con colocacion de implantes de silicona.
Es mucho mas complicado corregir la lipoatrofia de las extremidades mediante
cirugia, infiltrando material sintético permanente, con malos resultados y mayor
morbilidad [187]. No obstante, debemos remarcar que con la cirugia se corrige
parcialmente el aspecto fisico del paciente pero no las otras complicaciones

asociadas a la lipodistrofia.

7.1.2 Cambios de la grasa total y en tronco

Con TDF/FTC se observo una pérdida de grasa total de 130 g (-0.7%) y una
pérdida de grasa truncal de 370 g (-4.2%). Por el contrario, con ABC/3TC se
observaron incrementos de grasa en ambos compartimentos (grasa total: 1779 g
[+12.1%] y grasa en tronco: 1184 g [+10.6%]). En el tronco, las diferencias entre
ABC/3TC y TDF/FTC fueron estadisticamente significativas en cuanto al porcentaje
de cambio (p=0.044) y casi significativas en la diferencia de valores absolutos
(p=0.075). En cambio, las diferencias en la grasa total entre tratamientos no fueron

significativas.
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Nos podemos plantear si la mayor acumulacion de grasa a nivel de tronco con
ABC/3TC, estadisticamente significativa, tiene un efecto positivo o negativo. En
nuestro estudio no se realizé una TC abdominal, puesto que al modificar soélo los
ITIAN se esperaban encontrar cambios a nivel de la grasa de extremidades pero no
a nivel de tronco, y por tanto no podemos saber si este aumento de grasa truncal es
a expensas de SAT o VAT. Si se tratara de un aumento de SAT podria ser positivo,
al traducir una recuperacion de los depdsitos de grasa a nivel subcutaneo de forma
global (como también se observa a nivel de extremidades). En cambio, si el aumento
de grasa en tronco fuese sobre todo a expensas de VAT podria tener un efecto
deletéreo. Los cambios en el VAT y sus implicaciones metabdlicas se discutiran mas
extensamente con el estudio SPIRAL-LIP (puesto que era el objetivo principal de
dicho estudio), pero como resumen podemos apuntar que el aumento de VAT se ha
asociado a un incremento del riesgo cardiovascular [9]. En el estudio RAVE, en el
que si se realizé una TC, se observo que los cambios de la grasa de tronco tuvieron
lugar predominantemente a nivel de SAT, sin cambios significativos en VAT. En ese
estudio la grasa de tronco aumentd a las 48 semanas de forma parecida con ABC
(618 g) y TDF (607 g) [169]. En el estudio STEAL no informan sobre cambios de la
grasa en tronco. Respecto a la grasa total, se observaron a las 48 y 96 semanas
unas ganancias de 640 gy 1420 g con ABC/3TC y 430 gy 1120 g con TDF/FTC, sin
diferencias entre grupos [170]. En el estudio ACTG 5224s también se observé un
aumento significativo de la grasa en tronco en todas las ramas de tratamiento, sin

diferencias entre las parejas de ITIAN [165].
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7.1.3 Cambios en el Fat Mass Ratio

El TOX-BICOMBO es el primer estudio aleatorizado que utiliza el FMR para
comparar dos opciones terapéuticas. El FMR se desarrollé para disponer de una
herramienta simple y objetiva para definir la lipodistrofia, facilitando su diagndéstico
precoz. Al poderse cuantificar permite establecer valores de referencia y realizar el
seguimiento evolutivo de los pacientes [106]. El inconveniente principal del FMR es
que no permite diferenciar entre lipoatrofia y lipohipertrofia cuando esta alterado,
puesto que para su calculo se utiliza el cociente entre el porcentaje de grasa de
tronco y el de las piernas. Otro inconveniente es que los valores de referencia tanto
para la poblacién general como para los pacientes con infeccion por VIH no estan
validados [107].

En el momento de inclusion, el FMR era de 1.38 en los pacientes
aleatorizados a ABC/3TC y de 1.99 en los pacientes aleatorizados a TDF/FTC. Tras
96 semanas se observo un descenso significativo del FMR en la rama de TDF/FTC,
mientras que no hubo practicamente cambios con ABC/3TC. Esto es debido a que
con ABC/3TC aumenté la grasa en tronco y extremidades, por lo que el FMR no se
alterd, mientras que con TDF/FTC disminuy6 la grasa en tronco y aumento en
extremidades, disminuyendo por tanto el FMR. Las diferencias entre ABC/3TC y
TDF/FTC no fueron significativas. Posiblemente este patron de redistribucion de la
grasa con TDF/FTC es mas deseable desde el punto de vista metabdlico, pero
nuestro estudio no esta disefiado para contestar a esta cuestion.

De cara a conocer la utilidad real de este parametro o saber si existe algun
otro cociente con mejor capacidad diagnéstica o predictiva seran necesarios mas

estudios, con mayor numero de pacientes y seguimiento a mas largo plazo.
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7.1.4 Cambios en el ADNmt de PBMC

El TOX-BICOMBO es el primer estudio in vivo en que se analiza la evolucién
del ADNmt comparando ABC/3TC y TDF/FTC. Dado el bajo perfil de toxicidad
mitocondrial de estos farmacos [61] era de esperar no encontrar diferencias
significativas entre ellos.

No se observaron cambios significativos en la cantidad de ADNmt en PBMC
(expresado como el cociente entre ADNmt/ADNN) tras 48 semanas. En cambio a las
96 semanas se observaron aumentos significativos de ADNmt en las dos ramas de
tratamiento, sin diferencias entre ellas. En la rama de ABC/3TC el cociente aumento
148 (respecto un basal de 53) y en la rama de TDF/FTC aument6 142 (partiendo de
66). Estos incrementos son similares a los observados tras el cambio de d4T a ABC
en el estudio TARHEEL [188] y mayores que los observados en otros estudios [103,
117, 119, 120, 189], aunque en la mayoria de estudios de simplificacion no se
valoraron parametros mitocondriales o se hizo de forma indirecta midiendo el lactato.

Los cambios observados en el ADNmt no se correlacionaron con cambios en
la composicion corporal de grasa. Esto concuerda con lo descrito en otros estudios y
puede ser explicado por el hecho de haber medido el ADNmt en PBMC [117, 119-
121, 188, 189]. Actualmente sabemos que la toxicidad es 6rgano-especifica y que por
tanto si deseamos analizar los cambios en el ADNmt en pacientes con lipoatrofia
debemos obtener muestras de adipocitos en los tejidos afectados [190]. No
obstante, esto es mucho mas invasivo ya que precisa de biopsias. Lo que se
pretendia en este estudio (como en otros con resultados parecidos al nuestro) era
disponer de un marcador alternativo de toxicidad facil de obtener (con una extraccion

de sangre) que permitiera el diagndstico y el seguimiento. A la vista de los
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resultados, probablemente no es util medir parametros mitocondriales en PBMC para

estudiar la lipodistrofia.

7.1.5 Cambios en la composicidon osea

A las 48 semanas no se observaron cambios significativos en la DMO total.
En cambio a las 96 semanas se observaron aumentos significativos de la DMO total
tanto con TDF/FTC (+0.21 g/cm? [0.00-0.28]; p<0.001, +23.5%) como con ABC/3TC
(+0.08 g/cm? [0.01-0.22]; p=0.001,+7.9%). Al analizar las localizaciones con mayor
riesgo de fractura, con TDF/FTC se observd un pequeio pero significativo descenso
de la DMO (-0.01 g/cm? [-0.03-0.18]; p=0.008) y del T-score (-0.16 SD [-0.31— -0.04];
p=0.007) a nivel de fémur, aunque sin diferencias significativas al compararlo con
ABC/3TC. En cambio, a nivel de columna lumbar no se observaron diferencias
significativas ni entre farmacos ni respecto a los valores basales.

No se observaron diferencias significativas en la DMO tras 96 semanas
dependiendo de los ITIAN previos.

Basalmente existian diferencias significativas en la DMO total, con mayores
valores en los pacientes aleatorizados a ABC/3TC (1.06 vs 0.93 g/cm?, p=0.015).
Esto no se explica por el resto de caracteristicas basales, en las que no se observan
diferencias significativas (edad, sexo, TAR previo, peso, cifra de CD4), pero existen
muchas otras variables no recogidas en el estudio que pueden haber influido en los
valores basales de la DMO y la evolucion posterior (como los CD4 nadir,
enfermedades definitorias de SIDA previas, afnos de infeccion, factores dietéticos,
tabaquismo, ejercicio u otros).

Los resultados de nuestro estudio, con un aumento de la DMO total con

ambos tratamientos, no concuerdan con los de otros trabajos. En el estudio RAVE
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[169] no se observaron diferencias significativas en la DMO total en ninguno de los
grupos o entre ABC o TDF. En otros estudios, en cambio, se ha relacionado el TDF
con mayores pérdidas de DMO que con otros ITIAN, tanto en pacientes naive al
compararlo con d4T [46] o con ABC [165, 171] como en estudios de simplificacion
[170].

En pacientes naive, el estudio ASSERT mostré un descenso de la DMO en
ambas ramas de tratamiento pero significativamente mayores con TDF/FTC, tanto
en fémur (-3.6% vs -1.9%) como en columna lumbar (-2.4% vs -1.6%). Tras 24
semanas las pérdidas continuaron aunque menos marcadas en fémur, mientras que
revirtieron parcialmente a nivel de columna. También se midieron marcadores 6seos,
tanto de formacion como de resorcion, observandose un incremento de todos los
marcadores en ambas ramas de tratamiento, pero significativamente mayor con
TDF/FTC, con un maximo en la semana 24 y posteriormente descendieron o se
estabilizaron [171]. El estudio ACTG 5224s tenia como objetivo primario comparar
los cambios en la DMO entre ABC/3TC y TDF/FTC [191]. A nivel de columna, a las
96 semanas se observo un mayor descenso de la DMO con TDF/FTC que con
ABC/3TC (-3.3% vs. -1.3%), y estas diferencias significativas entre ramas ya se
observaban a las 48 semanas. Los cambios fueron mas marcados cuando TDF/FTC
se combinaba con ATV/r que con EFV. A nivel de fémur también se observé a las 96
semanas un mayor descenso de la DMO con TDF/FTC que con ABC/3TC (-4% vs.
-2.6%), y estas diferencias significativas entre ramas ya se observaban también a las
48 semanas. A este nivel no hubo diferencias entre ambas parejas de ITIAN segun
el tercer farmaco recibido (EFV vs ATV/r).

En pacientes pre-tratados, el estudio STEAL [170] observo descensos en el

T-score significativamente mayores con TDF/FTC comparado con ABC/3TC tanto a
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las 48 (-0.11 vs +0.05 en columna y -0.11 vs +0.08 en fémur) como a las 96
semanas (-0.04 vs +0.07 en columna y -0.07 vs +0.09 en fémur). Por tanto los
descensos con TDF/FTC tuvieron lugar en el primer afo y durante el segundo afio
revertieron parcialmente. En cambio con ABC/3TC se observaron aumentos del T-
score en las dos localizaciones, tanto a las 48 como a las 96 semanas.
Recientemente se ha publicado un sub-analisis del STEAL con marcadores de
metabolismo 6seo que confirmd los hallazgos del estudio principal, con pérdidas
pequefias pero significativas de DMO total, en fémur y columna con TDF/FTC
asociados a un aumento de los marcadores de formacion/resorcion. En cambio no
se observaron diferencias entre grupos respecto al riesgo de fracturas medido por
FRAX, que habia sido del 1% en ambos grupos en el estudio principal [192].

Los resultados de nuestro estudio también difieren de la evolucién de la DMO
en el tiempo que hemos visto en otros estudios, donde la mayoria de cambios tienen
lugar durante el primer-segundo afo y posteriormente la DMO se estabiliza o incluso
aumenta discretamente [46, 165, 170, 171]. El hecho de que en nuestro estudio no se
observen apenas cambios durante el primer afio y en cambio la DMO aumente
significativamente durante el segundo afno podria llevarnos a pensar que estamos
analizando esta segunda fase de estabilizacion o aumento de la DMO, que en el
primer afio no es suficientemente importante para ser significativo pero que en el
segundo afio si lo es. No obstante, sorprende que si este aumento es progresivo las
diferencias durante el segundo afio sean del 23.5% (p<0.001) con TDF/FTC y en
cambio las diferencias durante el primer afo sean tan pequefias. Otra posible
explicacion es que el aumento de la DMO en nuestros pacientes esté relacionado en
parte con la recuperacion de tejido graso. Se ha observado una asociacion entre la

lipoatrofia y un descenso de la DMO [193], por lo que la recuperacion de la
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lipoatrofia podria conllevar reciprocamente un aumento de la DMO y esto explicaria
mayores cambios durante el segundo afo coincidiendo con una mayor recuperacion
de la grasa, aunque en este caso deberiamos encontrar mayores ganancias de
DMO con ABC/3TC, por lo que seguro que existen mas factores implicados.

No obstante, la causa mas probable es que las diferencias observadas en
nuestro estudio sean fruto de la combinacién de multiples variables, puesto que el
analisis de la DMO no era el objetivo primario del estudio y por tanto no estaba
disefiado para este fin. Existen numerosos factores de riesgo que no se han
recogido en este estudio (como el tabaquismo, el ejercicio o la historia ginecoldgica
en las mujeres) que pueden haber influido en los cambios observados, pero el
disefio aleatorizado minimiza los potenciales sesgos que se hayan podido producir.
También es posible que el hecho de haber participado en un ensayo clinico haya
motivado a los pacientes incluidos a llevar un estilo de vida mas saludable (por
ejemplo disminuyendo el consumo de tabaco, vigilando con la dieta, haciendo mas
ejercicio), que haya comportado el aumento de la DMO observado en ambas ramas
de tratamiento al final del seguimiento.

Se puede plantear cual es la repercusion clinica de estos cambios en la DMO,
puesto que en varios estudios no se han asociado con un aumento del riesgo de
fracturas [46, 170, 191]. Pero en estos ensayos clinicos normalmente los pacientes
son mas jovenes, con menos patologia concomitante y el tiempo de seguimiento es
mas corto, por lo que probablemente es mejor utilizar los datos de los estudios de

cohortes para evaluar el riesgo de fracturas [160-162].
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7.2 SPIRAL-LIP

En el estudio SPIRAL-LIP se comparan los cambios en el VAT medidos por
TC durante 48 semanas en un grupo de pacientes que continuan con el mismo TAR
basado en un IP/r (familia que se ha relacionado con la lipohipertrofia en algunos
estudios [5, 48, 82, 165] pero no en otros [52, 124]), y un grupo de pacientes que
cambia el IP/r por raltegravir, farmaco que ha demostrado un perfil metabdlico
practicamente neutro pero del que se tienen escasos datos de composicion corporal
[125, 194].

También se miden los cambios en la composicion 6sea, puesto que en
algunos estudios también se ha relacionado a los IP/r con una mayor pérdida de
DMO [12, 136, 143], mientras que no se disponen de datos del efecto del raltegravir

sobre el hueso.

7.2.1 Cambios en el area grasa visceral abdominal

En los pacientes que continuaron con el mismo TAR basado en un IP/r se
observé un incremento significativo del VAT (mediana +20.7 [IQR -2.4 a +45.6] cm?,
p=0.002) a las 48 semanas, mientras que no se observaron cambios significativos en
los pacientes que cambiaron el IP/r por raltegravir (+10.9 [-14.4 a +27.3] cm?,
p=0.083). Las diferencias observadas entre ramas de tratamiento no fueron
significativas (+11.4 [-9.5 a +38.2] cm?, p=0.333).

Cuando analizamos las caracteristicas basales, hay algunos aspectos que
conviene remarcar. El primero es que se trataba de pacientes con muchos afos de

infeccion por el VIH (mediana de 13 afos), con supresion virologica, con un régimen
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basado en un IP/r durante un periodo de tiempo también largo (mediana con el IP/r
antes del estudio de 32 meses). No era un requisito presentar lipodistrofia y la
mediana de grasa en extremidades era de 5.8 kg y el FMR de 1.35, sin diferencias
significativas entre ramas. El contenido de VAT en el momento de la inclusion era
parecido en ambos grupos (92.6 cm? con IP/r y 91.7 cm? con raltegravir). Un 23% de
los pacientes estaba co-infectado con VHC, mas en la rama de raltegravir (28% vs.
el 17% con IP/r). También mas pacientes en la rama de raltegravir tenian un estadio
C de la clasificacion del CDC (46% vs. 29% con IP/r), lo que traduce un mayor grado
de inmunosupresion en algun momento de la infeccién (pero no necesariamente en
el momento de la inclusion). El antecedente de enfermedades definitorias de SIDA o
la co-infeccion con VHC, asi como el nadir de CD4 bajo, se han asociado con la
lipodistrofia [14, 18].

Al analizar la pareja de analogos acompafiantes tampoco habia grandes
diferencias. En la gran mayoria de pacientes se trataba de 3TC o FTC asociado a
otro ITIAN, TDF o ABC predominantemente, pero también AZT (17% con IP/r vs. 3%
con raltegravir), ddl (14% con IP/r vs. 5% con raltegravir) o d4T (en una paciente, de
la rama de raltegravir). Tal como ya se ha comentado, los ITIAN se han asociado en
mayor medida a cambios en grasa de extremidades o en SAT, pero mucho menos
con cambios en el VAT. Por ultimo y probablemente lo mas importante, debemos
analizar el IP/r en el momento de la inclusion: ATV/r en 43% (34% con IP/r vs. 51%
con raltegravir), fosamprenavir/r en 1% (0% con IP/r vs. 3% con raltegravir), LPV/r
en 45% (46% con IP/r vs. 43% con raltegravir) y SQV/r en 11% (20% con IP/r vs. 3%
con raltegravir). Es posible que el tipo de IP/r en el momento de la inclusion haya
influido en los resultados, pero los dos mas utilizados (ATV/r y LPV/r) estaban

repartidos de forma similar entre los dos grupos.
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El resultado mas sorprendente de este estudio es que los pacientes que
continuan con el mismo IP/r, a pesar de una mediana de 32 meses con ese TAR,
presentan un aumento significativo del VAT a las 48 semanas, aunque las
diferencias no fueron significativas al compararlas con la rama de raltegravir. Esto
puede indicar que los cambios en la grasa visceral continuan en el tiempo con los
IP/r a pesar de un tratamiento estable prolongado.

En nuestro estudio no encontramos diferencias significativas en funcion del
IP/r en el momento de aleatorizacion, ni entre los pacientes que continuaban con el
IP/r ni en los que cambiaban a raltegravir. No obstante, al dividir en subgrupos se
pierde poder estadistico siendo posible no detectar diferencias que existan
realmente.

Los IP como familia se han asociado con la lipohipertrofia desde el inicio de
Su uso, ya con los primeros IP sin potenciar. Asi, la lipoacumulacion a nivel de tronco
se habia llegado a conocer como “barriga del Crixivan® o “crixibelly”, al describirse
los primeros aumentos de VAT con el uso de indinavir [195]. Mas recientemente
también se ha descrito esta asociacion con distintos IP/r, tanto en pacientes naive
[165, 196, 197] como en pre-tratados [198], sugiriendo un efecto de familia. Se han
descrito diferencias entre los distintos IP/r en cuanto al perfil metabdlico, la mayoria
de estudios comparando LPV/r (el IP/r patrébn de oro hasta hace unos afios) con
ATV/r, considerado el IP/r con mejor perfil metabdlico hasta la fecha [199-202]. Pero
existen muchos menos datos comparando IP/r respecto a la lipoacumulaciéon
abdominal, con el inconveniente anadido que muchos de los estudios que evaluan la
grasa abdominal lo hacen con DXA, midiendo la grasa de tronco, pero no realizan

una TC que permitiria diferenciar entre SAT y VAT.
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En pacientes naive encontramos multiples estudios donde se evalua VAT. En
un estudio se compararon EFV y ATV sin potenciar asociados a AZT/3TC, sin
encontrar diferencias significativas entre ambos grupos en ningun parametro de
composicion corporal, incluyendo VAT (con incrementos de 21.5 cm? con ATV y 12.7
cm? con EFV tras 48 semanas, similares a los observados en nuestro estudio en la
rama de IP/r y raltegravir) [124]. En el estudio ACTG 5224s tampoco se observaron
diferencias significativas en VAT entre EFV y ATV/r a las 96 semanas (diferencia de
7.6 cm? a favor de ATV/r, p=0.14, aunque porcentualmente las diferencias eran de
14.2%, p=0.09) [165]. Hubiese sido interesante en este estudio disponer también de
los valores a las 48 semanas, para poder ver si existe con el tiempo un aumento
progresivo del VAT como el observado en nuestro estudio. En un sub-estudio de
composicién corporal del CASTLE [197], donde se comparaban ATV/r y LPV/r en
pacientes naive, se observaron incrementos del VAT con ambos IP/r, discretamente
mayores con ATV/r. Estas diferencias entre farmacos soélo eran significativas en los
pacientes con un IMC<22. En otro estudio en pacientes naive en que se comparaba
ATV/r con SQV/r, asociados a TDF/FTC, se observaron ganancias de grasa en todas
las localizaciones a las 48 semanas de TAR. El incremento fue significativo dentro
de la rama de ATV/r en VAT, TAT y SAT, pero no en la rama de SQV/r, siendo las
diferencias entre ATV/r y SQV/r significativas en SAT [203]. En otro estudio en que
se comparaba ATV/r y ATV (asociados a d4T+3TC), se observaron incrementos en
VAT de magnitud similar a la del grupo de IP/r de nuestro estudio a las 48 semanas,
pero posteriormente las cifras de VAT se estabilizaron de las 48 a las 96 semanas, lo
que iria en contra de una lipoacumulacion visceral continuada con los IP/r como la

observada en nuestro estudio [204].
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En pacientes pre-tratados encontramos resultados divergentes respecto al
VAT entre IP/r. Un estudio con 15 pacientes analizé los cambios en VAT junto con el
metabolismo de la glucosa en el musculo tras cambiar de LPV/r a ATV/r, observando
6 meses después del cambio una disminucién significativa de VAT (-31 cm?) [205].
Otro estudio comparé cambiar LPV/r por ATV/r vs. continuar con LPV/r en pacientes
con supresion viroldgica, observando un aumento significativo en VAT (+27.5%) tras
el cambio de LPV/r a ATV/r, acompainado también de cambios significativos en SAT
(+42.3%) [198]. En otro estudio se aleatorizd a los pacientes a continuar con un IP/r
dos veces al dia (LPV/r en 72% de los casos, SQV/r 10%, FPV/r e indinavir 9%) o
cambiar a ATV/r, sin observar diferencias significativas en VAT entre ramas [206].
Cabe sefnalar que en este estudio era criterio de seleccidén tener acumulacion de
grasa abdominal en la exploracién (VAT basal de 150 cm?), lo que impide la
generalizacion de los resultados ya que como hemos visto en otros trabajos el
contenido basal de grasa influye en los cambios posteriores. En un estudio publicado
recientemente y con posterioridad al SPIRAL-LIP, se compara el cambio del
componente IP/r o ITINAN a raltegravir vs. continuar con el mismo TAR en mujeres
con lipoacumulacion central y supresion virologica. Tras 24 semanas no se observan
diferencias significativas entre grupos en ningun parametro de composicién corporal,
aunque se observa un descenso en el VAT en las pacientes que cambian a
raltegravir (de -6.6 cm?) y un aumento con las que contintian con el mismo TAR (de
1.8 cm?), sin diferenciar entre las que reciben ITINAN o IP/r. Este estudio, al ser sélo
en mujeres y con lipoacumulacion central basal, tampoco seria generalizable, pero
muestra unos cambios concordantes con los encontrados en nuestro estudio [207].
Por tanto, en la literatura encontramos datos comparando IP con IP/r, IP/r

entre ellos e IP/r con EFV con resultados dispares. Asi como en la lipoatrofia estan
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bien definidas las pautas mas seguras y aquellas estrategias de cambio de TAR que
aportan un beneficio, con la lipohipertrofia no disponemos de datos concluyentes y
no se pueden hacer recomendaciones al respecto, pero nuestros resultados hacen
plantear dudas sobre los cambios que puedan aparecer en VAT a largo plazo en
pacientes recibiendo IP/r.

Evidentemente los resultados de nuestro estudio pueden ser debidos al IP/r o
por otros factores que no se han controlado en el estudio, como la dieta o el
ejercicio. No es esperable que la infeccion por VIH juegue ningun papel en los
cambios, puesto que los pacientes estaban con supresion virolégica durante meses
antes de ser incluidos y continuaron igual durante todo el estudio. Los ITIAN es poco
probable que estén implicados, puesto que no se modificaron y la mayoria estaba
con combinaciones sin farmacos lipotéxicos. En el estudio TOX-BICOMBO
habiamos observado un mayor aumento de grasa en tronco con ABC, sin poder
diferenciar entre SAT y VAT al no disponer de TC, pero en el SPIRAL-LIP hay mas
pacientes con ABC en la rama de raltegravir que en la de IP/r, por lo que esto
tampoco explicaria el incremento de VAT en la rama de IP/r.

El hecho que el VAT también aumente, aunque mucho menos, con raltegravir,
hace sospechar de la existencia de otros factores no controlados por el estudio. Pero
este incremento se podria explicar también por el efecto acumulado de meses de
exposicidon a IP/r (mas de 36 meses) antes de cambiar a raltegravir. Para descartar
esta hipotesis hubiera sido necesario alargar el seguimiento, para ver si con el
tiempo revertia el aumento de VAT con raltegravir. Se planteo la opcion de ampliar el
seguimiento en los pacientes del sub-estudio, para ver cambios en la grasa o el
hueso a largo plazo con raltegravir y también para ver si el aumento de VAT con el

IP/r seguia al mismo ritmo durante el segundo afio, pero se desestimé ya que el
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raltegravir fue retirado en muchos casos al terminar el estudio por una cuestion de
precio y comodidad, puesto que debe administrarse dos veces al dia.

Otra limitacién de nuestro estudio es la pérdida de 12 pacientes (14%) en el
seguimiento, aunque los pacientes que no completaron el estudio estaban bien
distribuidos entre ambos grupos y sus caracteristicas basales no presentaban
diferencias significativas respecto a los pacientes que si completaron las 48
semanas. En 11 de estos 12 pacientes el motivo para no incluirlos fue que no se
realizaron la DXA+TC a las 48 semanas a pesar de completar las visitas del estudio,
y no por efectos adversos o abandonos (el otro paciente fue una pérdida de
seguimiento). Como se ha comentado anteriormente, esta limitacion es comun a la
mayoria de estudios que evaluan los cambios en la composicion corporal.

La implicacidén practica de un aumento o una reduccion del VAT es a nivel
metabdlico. En la poblacién general esta bien establecido que un mayor VAT se
asocia a un mayor riesgo cardiovascular y en los pacientes con infeccién por VIH se
ha descrito lo mismo [9]. El uso de algunos IP/r se ha asociado con un mayor riesgo
de infarto de miocardio incluso después de corregir por la cifra de lipidos en la
cohorte DAD [208], y quizas podria estar relacionado con este aumento continuado
del VAT observado en nuestro estudio. No se ha medido el riesgo cardiovascular en
nuestro estudio, puesto que no se recogieron factores clave como el tabaquismo, la
diabetes o la hipertension ni se analizaron las cifras de lipidos. No obstante, en el
estudio SPIRAL si se analizaron los cambios en el perfil lipidico entre continuar con
el IP/r o cambiar a raltegravir y se observaron diferencias significativas en todos los
parametros lipidicos a favor de raltegravir [164].

A parte de realizar cambios en el TAR, o para aquellos casos en que el TAR

no se puede modificar por motivos de resistencia, existen otros tratamientos que
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pueden mejorar el VAT, pero con numerosos inconvenientes que limitan su uso. Se
ha probado la leptina, una hormona que puede mejorar los parametros de lipidos y
glucosa, consiguiendo una reduccion del VAT del 30% sin modificar
significativamente el SAT, pero con administracion subcutanea dos veces al dia
[209]. El tratamiento con hormona de crecimiento recombinante se asocia a un
aumento del tejido magro y una disminucion del VAT, que en algunos estudios es del
21-24%. Pero también provoca un descenso de SAT (en tronco y extremidades),
resistencia a la insulina y otros efectos adversos como retencion de liquidos,
artromialgias o sindrome del tunel carpiano. Ademas, los cambios obtenidos
revierten cuando se para el farmaco, que es muy caro [210]. El tesamorelin, un
analogo de la hormona liberadora de hormona de crecimiento, aumenta los niveles
de IGF-1 incrementando el tejido magro, disminuyendo el VAT (15-20%) y
mejorando el FMR, sin cambios significativos en la sensibilidad a la insulina o los
niveles de glucosa y en algunos estudios incluso se ha observado una mejoria en el
perfil lipidico. No obstante, también tiene los inconvenientes que los beneficios
desaparecen en cuanto se deja de administrar el farmaco, es caro y se administra
por via subcutanea [211, 212]. Mucho mas asequible es la metformina, muy util en
pacientes en los que predomine la lipohipertrofia visceral y la resistencia a la
insulina, aunque se ha objetivado pérdida de grasa en extremidades en algunos
estudios [182, 183, 213, 214]. Se puede realizar correcciéon quirurgica de la
lipohipertrofia localizada (lipomas, mamas, a nivel cervical anterior y/o posterior),
sobre todo si provoca limitacién funcional. A nivel abdominal se puede extraer SAT,
pero no se puede corregir el aumento de VAT. No es infrecuente la recidiva de la

lipohipertrofia tras la intervencion [187] y al igual que con la lipoatrofia, la cirugia no
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soluciona las alteraciones metabodlicas asociadas al aumento de VAT. Por todos

estos motivos la mejor estrategia es la prevencion.

7.2.2 Cambios en SAT, TAT y cociente SAT/VAT

A nivel del SAT se observé un aumento de 5.1 cm? con el IP/r (p=0.433) y un
descenso de 3.2 cm? con raltegravir (p=0.396). Las diferencias entre IP/r y raltegravir
no fueron significativas (2.1 cm?, p=0.256).

En el TAT se observé un aumento significativo con el IP/r respecto al valor
basal (21.4 cm? p=0.013) y un aumento mas discreto con raltegravir (3.4 cm?
p=0.983), sin diferencias significativas entre grupos (p=0.107).

El cociente SAT/VAT mostré un descenso de 0.11 con el IP/r y un descenso
de 0.25 con raltegravir. Las diferencias respecto a los valores basales en ambos
grupos o entre grupos de tratamiento no fueron significativas.

Estos resultados en el TAT indican que en el grupo de IP/r tiene lugar un
aumento de la grasa abdominal global, tanto de VAT como de SAT (pero mas
marcado en VAT). En cambio con raltegravir tenemos un menor aumento de TAT
porque el incremento de VAT es mas modesto que con el IP/r e incluso se observa
un pequefio descenso no significativo de SAT.

En el otro estudio del que se dispone de informaciéon de composicion corporal
con raltegravir, el STARTMRK, se observaba un aumento de la grasa con raltegravir
tanto en extremidades como en tronco, similares a los aumentos con EFV [125].
Pero ambos estudios no son comparables, puesto que en el STARTMRK se trataba
de pacientes naive y ya se ha comentado que al iniciar el TAR se puede ver un

mayor aumento de grasa por un efecto de “retorno a la normalidad” al suprimir la
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replicacion viral. Ademas, en el STARTMRK se analizaban los cambios en la grasa
s6lo por DXA, por lo que no sabemos si el aumento de grasa a nivel de tronco era a
expensas de SAT, VAT o ambos.

No encontramos diferencias significativas respecto al SAT y al cociente
SAT/VAT entre los distintos IP/r en el momento de inclusidon, ni entre los que
continuaban con el IP/r ni en los que cambiaban a raltegravir. En el sub-estudio de
composicién corporal del CASTLE [197], se observaron incrementos en SAT tanto
con LPV/r como con ATV/r, pero mayores con ATV/r en los pacientes con menos de
50 CD4/mm?®y en los pacientes con un IMC<22. Dado que ambas ramas utilizaban
la misma combinacion de ITIAN, TDF/FTC, es poco probable que éstos hayan
influido en las diferencias. Puede ser que existan diferencias entre ATV/ry LPV/r en
la distribucion de SAT, pero el hecho que soélo se vean en los pacientes con menor
peso y mas inmunodeprimidos hace pensar que ha influido mas la infeccion por el
VIH que los farmacos en si.

Por tanto, en nuestro estudio no se observan cambios significativos en SAT al
sustituir el IP/r por raltegravir sin haber modificado la pareja de ITIAN. Los cambios

en TAT se producen predominantemente por las modificaciones en el VAT.

6.2.3. Cambios en la grasa de extremidades, de tronco y grasa total

Los datos obtenidos por DXA muestran un aumento de la grasa en todas las
localizaciones con el IP/r, que aunque no llegan a ser significativas presentan una
clara tendencia a nivel de tronco y de grasa total (de +382 g, p=0.077 y de +307 g,
p=0.061, respectivamente) y menos marcado a nivel de extremidades (+171 g,

p=0.189). En cambio, con raltegravir encontramos un discreto aumento a nivel de
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extremidades (+32 g, p=0.350) y pérdidas a nivel de tronco y grasa total (-28 g,
p=0.321 y -389, p=0.388, respectivamente). La ausencia de cambios significativos a
nivel de extremidades era esperable al no modificar la pareja de ITIAN.

A nivel de tronco, los datos obtenidos por DXA son un reflejo de lo que hemos
observado con la TC: con el IP/r aumenta de forma casi significativa la grasa (porque
aumenta tanto VAT como SAT) y en cambio apenas se modifica con raltegravir, ya
que existen menores aumentos de VAT y ligeras pérdidas de SAT. Los hallazgos de
nuestro estudio son interesantes en este punto: si sélo hubiésemos realizado la
DXA, al ser mas barata y accesible, veriamos a nivel de tronco un aumento de grasa
con el IP/r y un descenso con raltegravir. Podriamos entonces haber sacado la
conclusién erronea que, al tener el raltegravir un perfil metabdlico mas neutro, esta
pérdida de grasa se habia producido sobretodo a expensas de una pérdida del VAT,
cuando en realidad se han observado pequefios aumentos de VAT y pérdidas en
SAT. Esto demuestra que para valorar los cambios de grasa a nivel abdominal no
podemos extrapolar de los resultados de la DXA sino que necesitamos una
exploracion que nos permita diferenciar entre SAT y VAT (TC o RMN).

Esta acumulacién de grasa en tronco con los IP/r ya se habia observado en
multitud de estudios previamente, algunos de ellos descritos con detalle en el
apartado de cambios en VAT, tanto en pacientes naive como en pre-tratados,
sugiriendo un efecto de familia de los IP/r de aumento de grasa en tronco [124, 153,
165, 197, 198, 203]. En el ACTG 5224s se observo un aumento de grasa en tronco
significativamente mayor con ATV/r que con EFV a las 96 semanas (2.42 kg vs 1.33
kg, p=0.023) [165]. Interesantemente, la diferencia entre ambos farmacos no era
significativa a las 48 semanas, lo que apoyaria los hallazgos de nuestro estudio

sobre el aumento continuado de la grasa abdominal en los pacientes con IP/r.
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Con raltegravir, los unicos datos de composicion corporal son los que hemos
comentado anteriormente del estudio STARTMRK, en que se observaban ganancias
de grasa en tronco y extremidades comparables a las observadas con EFV [125].
Las diferencias en los resultados respecto al SPIRAL-LIP probablemente son
debidas a las diferencias entre los estudios ya comentadas.

En nuestro estudio tampoco encontramos diferencias significativas en la grasa
total, de tronco o extremidades en funcion del IP/r en el momento de inclusion en
ninguna de las dos ramas de tratamiento o al compararlas entre ellas. En otros
estudios publicados, en cambio, si se han visto diferencias en funcidén del IP/r
utilizado, aunque en la mayoria de los estudios de simplificacién no disponemos de
datos de composicion corporal [199, 201, 202, 215]. Asi, en el sub-estudio de
composicién corporal del CASTLE [197] se observaron ganancias en la grasa de
extremidades tanto con ATV/r como con LPV/r, sobre todo en los pacientes con un
IMC<22, aunque las diferencias entre IP/r s6lo fueron significativas a favor de ATV/r
en los pacientes con menos de 50 CD4/mm? (como ocurria en el SAT en el mismo
estudio). En el estudio de Ferrer y colaboradores se observaron mayores
incrementos de grasa total, truncal y en extremidades al cambiar de LPV/r a ATV/r
comparado con seguir con LPV/r, siendo las diferencias en tronco significativas tanto
a expensas de SAT como de VAT y siendo con ATV/r el incremento de grasa en
tronco proporcionalmente mucho mayor que en extremidades [198]. Con estos
resultados se podria plantear que quizas ATV/r tiene mayor capacidad de
acumulacion de grasa que LPV/r, pero esta hipotesis no puede ser confirmada o
descartada en nuestro estudio por la pérdida de poder estadistico al dividir los

pacientes en subgrupos.
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7.2.3 Cambios en la composicidon osea

A nivel de DMO total, los pacientes que continuan con el IP/r no muestran
cambios (diferencia respecto el basal de 0 g/cm? p=0.379) mientras que los
pacientes que cambian a raltegravir presentan un pequefio pero significativo
aumento (diferencia respecto el basal de +0.01 g/cm? p=0.002). La diferencia
observada entre ambos grupos (0.01 g/cm? p=0.079) no alcanza la significacién
estadistica.

A nivel del cuello femoral, los pacientes que continuan con el IP/r presentan
pérdidas tanto a nivel de la DMO (-0.01 g/cm?, p=0.085), como del T-score (-0.1 SD,
p=0.08), que como observamos no llegan a ser significativas pero muestran una
tendencia. En cambio, con raltegravir la DMO no se modifica (0 g/cm?, p=0.199) y el
T-score aumenta (+0.04 SD, p=0.078), por lo que al comparar las dos ramas
observamos una diferencia significativa favorable a raltegravir tanto en DMO como
en T-score (+0.01 g/cm?, p=0.032 y +0.01 SD, p=0.016, respectivamente).

A nivel de la cadera total observamos un pequefio aumento no significativo en
el T-score (+0.01 SD, p=0.112) en los pacientes que continuan con el IP/r, sin
cambios en la DMO (0 g/cm?, p=0.166). En cambio, observamos cambios mayores y
estadisticamente significativos tanto en la DMO como en el T-score en los pacientes
que cambian a raltegravir (+0.01 g/cm? p=0.015 y +0.12 SD, p=0.004,
respectivamente), aunque las diferencias entre grupos de tratamiento no son
significativas.

A nivel de columna (L1-L4) se observan discretos aumentos tanto en la DMO
como en el T-score en ambas ramas, que no son significativas ni al comparar

respecto al valor basal ni entre grupos de tratamiento.
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En nuestro estudio no observamos descensos significativos de la DMO con
IP/r en ninguna localizacion. Como ya hemos comentado en la Introduccion, existen
datos discordantes sobre la implicacion de los IP en la pérdida de DMO. Algunos
estudios en pacientes naive [143], estudios de cohortes [136] y un metaanalisis [12]
han mostrado esta asociacion, mientras que no se ha demostrado en otros [133, 134,
156]. Recientemente se han publicado nuevos estudios dando mas informacion
sobre el efecto de los IP/r sobre el hueso. En el estudio ACTG 5224s [191] en
pacientes naive se observd una mayor pérdida de DMO a nivel de columna con
ATV/r que con EFV a las 96 semanas (-3.1% vs. -1.7%, p=0.035). En cambio esta
diferencia no era significativa a las 48 semanas (-3.5% vs. -2.6%, p=0.11). A nivel de
fémur no hubo diferencias significativas en el porcentaje de cambio de DMO entre
los dos farmacos ni a las 48 ni a las 96 semanas. No se observaron diferencias en la
incidencia de fracturas en funcion del tercer farmaco, y este estudio incluia mas de
250 pacientes con un seguimiento relativamente largo (en algunos pacientes de 192
semanas). En el estudio ACTG 5142 [216] se observd una tendencia a una mayor
pérdida de DMO total con LPV/r que con EFV (diferencia de -0.5%, p=0.08), pero en
este estudio existen multiples factores de confusion, entre ellos las parejas de ITIAN
utilizadas. Por el contrario, en otros estudios no se ha confirmado la asociacion entre
tratamiento con IP/r y mayor pérdida de DMO [142, 217, 218]. También nos
planteamos si existian diferencias entre los distintos IP/r en el comportamiento sobre
el hueso, al igual que ocurre en el perfil metabdlico, y no encontramos diferencias
significativas segun el IP/r en el momento de inclusion, pero con la consabida
pérdida de poder estadistico con los subgrupos. Tampoco encontramos diferencias
en nuestro estudio segun si el paciente recibia TDF o no en la pareja de ITIAN. La

ausencia de cambios significativos en nuestro estudio en la rama de IP/r puede ser

155



Discusion
debida a que realmente esta familia no sea responsable de descensos de la DMO,
como apuntan algunos de los citados estudios, o que al tratarse de pacientes que
llevaban con el IP/r mas de dos afos, las pérdidas se hubiesen producido
inicialmente y que durante la realizacion del estudio se encontraran en fase de
plateau. Esta hipotesis también podria explicar la ausencia de diferencias en funcion
del uso o no de TDF.

Nuestro estudio es el primero en publicar datos sobre el efecto de raltegravir
sobre el hueso. Posteriormente han aparecido mas datos al respecto en otros
estudios, pero en todos ellos se utiliza el raltegravir en combinacion con un IP/r en
biterapia como estrategias libres de ITIAN [219, 220], por lo que no permite analizar
el papel del raltegravir sobre el hueso sin el factor de confusién del IP/r.

Ademas de los antirretrovirales, otros factores pueden haber jugado algun
papel en los cambios de la composicion 6sea observados en nuestro estudio. Todos
los pacientes tenian carga viral del VIH indetectable en el momento de aleatorizacion
y todos continuaron con supresion virologica, por lo que es poco probable que el VIH
tenga relacion con los cambios observados. Tampoco habia diferencias significativas
en las caracteristicas basales de los pacientes entre ambos grupos. Los cambios
observados en la grasa, con aumentos significativos de VAT en la rama de IP/r,
pueden haber influido en los cambios en el hueso. En un estudio publicado en 2001,
se asociaba un aumento de VAT con una reduccion de la DMO a nivel de la
columna, después de ajustar por edad, IMC, uso de IP/r y grasa de extremidades.
En cambio no se observd asociacién entre SAT y DMO. La hipoétesis de los autores
es que la alteracidon en el tejido adiposo comportaba un aumento de grasa en la
médula Osea, alterando la osteogénesis [221]. Posteriormente Brown también

encontré una asociacion entre aumento de la adiposidad central y reduccion de la
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DMO, con un aumento de la resorcién 0sea en estos pacientes [222]. En un estudio
mas reciente de Mamputu y colaboradores, se observé un aumento de los
marcadores de formacion/resorcion ésea tras la administracion de tesamorelin a
pacientes con lipohipertrofia abdominal, sugiriendo que la hormona de crecimiento e
IGF-1 podrian explicar la correlacion entre grasa visceral y DMO [223]. En nuestro
estudio analizamos si las diferencias observadas en la composicion ésea podian
tener relacidén con los cambios en la composicion de la grasa, especialmente con los
cambios del VAT, y no encontramos una correlacion significativa, aunque en nuestro
estudio no se midieron marcadores 6seos, que serian mucho mas sensibles y quizas
se alterarian de forma mas precoz que la DMO.

Llama la atencién que los mayores cambios tienen lugar a nivel de fémur, con
diferencias significativas entre grupos en el cuello de fémur, y que en cambio no hay
grandes cambios a nivel de columna. Habiamos comentado que el hueso trabecular,
como el de la columna, tiene mayor tasa de remodelacion [132] por lo que
esperariamos mayores cambios a este nivel. No obstante, si analizamos los
resultados del ACTG 5224s, en el que se realizaban DXAs cada 24 semanas, vemos
que efectivamente los cambios tienen lugar antes a nivel de columna, alcanzando el
maximo de pérdida a las 24 semanas y con cierta recuperacidon posterior, mientras
que a nivel de cadera se observa un descenso mas lento de la DMO pero de mayor
magnitud, alcanzando el maximo de pérdida a las 48 semanas y estabilizandose
posteriormente [191]. Lo mismo podria haber pasado en nuestro estudio, lo que
explicaria las diferencias a nivel de fémur y en cambio pequefios aumentos en
ambos grupos a nivel de columna, pero al tener solo un DXA de control a las 48

semanas no podemos saberlo.
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La magnitud de los cambios observados en nuestro estudio es pequefia y
esto hace plantear si son clinicamente significativos, aparte de que sean o no
estadisticamente significativos. En nuestro estudio no hubo ninguna fractura, pero
seran necesarios estudios de mayor tamafo y seguimiento a largo plazo que
incluyan a un numero importante de pacientes recibiendo raltegravir para contestar a
esta pregunta. Respecto a la magnitud de los cambios, debemos tener en cuenta
que el seguimiento es solo de un afio. Ademas es un estudio de simplificacion, por lo
que los cambios en la DMO son menores que en los estudios en pacientes naive,
donde hemos visto que los descensos mas importantes tienen lugar al principio del
tratamiento y posteriormente se estabilizan. Pero el pequefio aumento visto tanto en
fémur/cadera como en columna lumbar con raltegravir puede llegar a ser
clinicamente relevante al cabo de los afios, especialmente en pacientes que tienen
muchos otros factores de riesgo de osteoporosis que no se pueden modificar y que
cada vez consiguen esperanzas de vida mas altas. En este contexto, disponer de un
farmaco que si no aumenta la DMO al menos provoca menores pérdidas puede ser
muy importante. A esto se unen mas ventajas del raltegravir frente otras opciones,
como puede ser la ausencia de interacciones significativas, pocos efectos adversos
o un buen perfil lipidico, que lo convierten en una opcion atractiva en una poblacién
de pacientes con VIH que esta envejeciendo. Ademas, su mayor inconveniente, la
administracion dos veces al dia, esta relativizado en esta poblacion polimedicada
que con frecuencia ya reciben otros tratamientos con esta posologia.

Nuestro estudio tiene limitaciones que deben sefialarse. La primera es el
tamano muestral relativamente pequefo, al que se une la pérdida de 12 pacientes
durante el seguimiento, aunque las caracteristicas de los pacientes que se perdieron

no eran significativamente distintas de los que completaron el seguimiento y
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estuvieron bien distribuidas entre los dos grupos de tratamiento. Ademas, el objetivo
primario del estudio eran los cambios en el VAT y el tamafio de la muestra estaba
calculado en relacion a este objetivo, por lo que el analisis de los cambios en el
hueso tiene una naturaleza totalmente exploratoria. Tampoco se midieron los niveles
de vitamina D, que podria ser responsable, al menos en parte, de las diferencias
observadas, o marcadores de formacidén/resorcién 6sea, que podrian habernos dado
informacion relevante. La limitacion mas importante es que el estudio no controlaba
factores de riesgo importantes asociados a cambios en la composicion ésea, como
pueden ser el tabaquismo, el consumo de alcohol u opiaceos, el ejercicio, la dieta, la
historia ginecoldgica, el uso de ciertos farmacos (como estrégenos, esteroides o
suplementos de vitamina D o calcio) o ciertas patologia (como la hepatopatia o
nefropatia) y por tanto los resultados no estan ajustados por estos factores. No
obstante, segun los criterios de inclusion del estudio el paciente no podia consumir
activamente drogas o cantidades importantes de alcohol y también eran excluidos si
presentaban patologias crénicas avanzadas. Ademas, el disefio aleatorizado del
estudio minimizaba en parte el riesgo de que las caracteristicas basales de los
pacientes hayan influido en el resultado final.

Por tanto, es posible que raltegravir tenga un impacto neutro sobre el hueso,
de forma parecida a lo que pasa a nivel metabdlico. Estudios con mayor numero de
pacientes y seguimiento a mas largo plazo, a poder ser sin la interferencia de otros
antirretrovirales potencialmente implicados en la pérdida de DMO como TDF o IP/r,
seran necesarios para confirmar estos hallazgos que hemos observado en nuestro

estudio, con una naturaleza totalmente exploratoria en lo que respecta al hueso.
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8 CONCLUSIONES

Analizando los resultados de los trabajos que conforman esta tesis doctoral,

podemos concluir que:

1) La lipodistrofia es un problema prevalente en los pacientes con infeccion por
el VIH.

2) Modificar el TAR puede revertir parcialmente la lipodistrofia.

3) Respecto a la lipoatrofia, sustituir los analogos de timidina por ABC/3TC o
TDF/FTC produce un incremento significativo de la grasa en extremidades,
sin diferencias entre ambas combinaciones a dosis fijas. Por tanto, se debe
realizar un cambio pro-activo en los pacientes que estan recibiendo analogos
de timidina a cualquiera de las dos combinaciones.

4) Mantener un IP/r o cambiar a raltegravir sin modificar la pareja de ITIAN no
produce cambios significativos de la grasa en extremidades.

5) Cambiar los dos ITIAN por TDF/FTC produce un descenso significativo del Fat
Mass Ratio, sin diferencias significativas al comparar con ABC/3TC.

6) A pesar de que a las 96 semanas tienen lugar en PBMC aumentos
significativos del ADNmt con ABC/3TC y con TDF/FTC, éstos no se
correlacionan con los cambios en la grasa corporal. Por tanto, no es util medir
parametros mitocondriales en PBMC para estudiar alteraciones en el tejido
adiposo.

7) Respecto a la lipohipertrofia, se produce un aumento significativo de VAT en

los pacientes que continuan con un IP/r, mientras que en los pacientes que
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cambian a raltegravir no se modifica el VAT. No obstante, las diferencias entre
ambos grupos no son significativas.

8) A nivel del hueso, en pacientes con carga viral del VIH suprimida los farmacos
antirretrovirales han demostrado efectos distintos. A nivel de DMO total
hemos observado aumentos significativos con ABC/3TC y TDF/FTC en el
estudio TOX-BICOMBO vy con raltegravir pero no con el IP/r en el estudio
SPIRAL-LIP. A nivel de fémur hemos objetivado un descenso significativo de
la DMO con TDF/FTC, sin diferencias respecto a ABC/3TC, y un aumento
significativo con raltegravir comparado con mantener el IP/r. A nivel de
columna lumbar no se han producido cambios relevantes en ninguno de los
grupos.

9) Son necesarios mas datos para conocer el impacto de raltegravir a largo

plazo sobre la composicion corporal de grasa y hueso.
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10 ANEXOS

10.1 LIPOTEST

Improvements in Subcutaneous Fat, Lipid
Profile, and Parameters of Mitochondrial
Toxicity in Patients with Peripheral
Lipoatrophy When Stavudine is Switched
to Tenofovir (LIPOTEST Study)

Esteban Ribera,’ José Carlos Paradifeiro,” Adria Curran,' Silvia Sauleda,’
Elena Garcia-Aruml,* Eva Castella, Carolina Puiggrds,® Manuel Crespo,’
Maria Feijoo,’ Marjorie Diaz,' Sara Villar del Saz,” Mergé Planas,®
Delia Sureda,” Viceng Fales,” Imma Ocafa,” and Albert Pahissa’
'Departments of Infectous Diseasos, 'Centre de Tansfusid | Banc de Tolats, "Contre d'investipacions on
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Background: Lipoatrophy is tha most stigmatizing side effect of stavudine therapy.
We assessed the long-term effects of replacing stavudine with tencfovir in HIV-
Infectied patients with lipoatrophy. Method: Prospective switch study. Sixty-two
clinically stable patients with antiretroviral therapy (ART) containing stavudine, HIV-1
ANA <50 copies/mL. and lipoatrophy at least in the face on physical examination
were included. All patients switched from stavudine 1o tenofovir without changing
any other drug. Cbjective (malar ultasonography, bloelectrical impedance analysis)
and subjective measwres of lipeatrophy were assessed. Results: Median age at
basaline was 40 yaars, 44 patiants (71%) wera mala, and madian time on stavudine
was 4.8 years. Median malar fat thickness increased 0.8 mm (25%) 24 months
after switching, Total fat mass increased 3.9 kg (21%). Plasma lactate levels de-
creased significantly, mainly in patients with baseline hyperlactatemia (from 3.05
to 1,19 mmoll). Significant improvement in total cholesterol (-12%), triglycerides
(~31%%), and total cholesterol/HDL cholesterol ratio (~11%) was observed at Month
24, Conclusions: In this study, switching from stavudine to tenofovir maintained
durable virologic suppression when the HAART regimen included a protease inhibi-
tor of a non-nucleosice reverse transcriptase inhibitor, led 1o a siow improvement
of lipoatrophy, and improved the kpid profile and lactate levels with excellant toler-
ability. These results support the proactive change of stavudine to tenafovir. Key
words: HIV infection, lipodystrophy, mitochondrial toxicity, stavudine, switch study,
tenofovir

ighly active antiretroviral therapy (HAART)  associated with dyslipidemia and other alterations
has resulted in reduced morbidity and mor-  that increase the risk of accelerated atherosclero-

tality among persons with HIV infection.
However, several adverse effects associated with
this therapy have impaired long-term clinical
management of the discase,” ' One of the most im-
partant of these side effects is lipodystrophy syn-
drome, reported In 11% to 83% of patients receiving
HAART and characterized by body fat redistribu-
tion consisting of peripheral fat wasting and/or
central adiposity. Facial lipoatrophy is one of the
most devastating and stigmatizing side effects of
HAART and is an important obstacle to continued
compliance with the treatment.® Loss of subcutane-
ous fat Is not only a cosmetic problem; it s often

sis® Initinlly assumed to be an effect of protease
inhibitors (Pls), lipoatrophy has also been reported
in Pl-naive patients. Recent studies have shown
that long-term nucleoside reverse transcriptase in-
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hibitor (NRTI)-related mitochondrial dysfunction
plays a major role in lipoatrophy.™’

Clinical trials have shown that stavudine is
an active component of HAART regimens and
the drug has been widely used in HIV-Infected
patients.~" However, stavudine has been associ-
ated with a higher incidence of lipoatrophy when
compared to other NRTIs with a lower potential
for inhibiting the DNA polymerase gamma **/*
Halting and/or reversing morphologic changes is
a major concern in patients who have developed
lipoatrophy. A slow but continuous increase in sub-
cutancous fat mass has been demonstrated after
replacing stavudine with abacavir in patients with
HAART-associated lipoatrophy, with almost no
changes in the lipid profile.” * Tenofovir is a well-
tolerated drug; renal toxicity is the main concemn
when used. The potential for tenofovir to interfere
with mitochondrial functions s low® In a recent
study, the combination of tenofovir, lamivudine,
and efavirenz appeared to be associated with less
ﬁpodysuophy and better lipid profiles than stavu-

dine, lamivudine, and efavirenz in antiretroviral-
nalve patients.” Modest increases in limb fat-=
and significant improvement in the lipid profile™ =
have been observed after substituting stavudine
for tenofovir.

This study was designed to examine, in a 2-year
follow-up, the effects of replacing stavudine with
tenofovir on facial and global fat distribution, lipid
profile, and several mitochondrial markers in pa-
tients with lipoatrophy.

METHOD

Subjects and Design

This was a prospective, phase 1V, open-label,
one-arm, single~center switch study. The study
protocol was approved by the institutional re-
view board, and informed consent was obtained
from each patient before screening. The patients,
enrolled between November 1, 2003 and July 30,
2005, were eligible for the study if they satisfied all
the following inclusion criteria: (a) age 218 yecars,
(b) male or nonpregnant, nonlactating female,
(c) stable antiretroviral therapy (ART) for at least 6
months containing stavudine at a standard dose (30
or 40 mg bid according to body weight < or 260 kg),
(d) HIV-1 RNA <50 copies/mL at screening and
for at least the preceding 6 months, and (e) lipoat-
rophy at least in the face on physical examination

(clinician and patient confirmed), Exclusion criteria
were (a) previous therapy with tenofovir, (b) any
contraindication to take tenofovir, including renal
failure, (¢) active AIDS-defining condition, and
(d) treatment with androgenic agents, megestrol
acetate, systemic glucocorticoids, human growth
hormone, or lipid-lowering agents <3 months be-
fore A
On screening day, demographic characteristics,
disease severity according to the Centers of Dis-
case Control and Prevention (CDC) classification,
HIV-associated conditions, and history of prior an-
tiretroviral drug use were assessed, and a physical
examination was performed.

Treaiment Switch

All patients switched from stavudine to teno-
fovir, administered as one 300-mg tablet (Viread®;
Gilead Sciences, Foster City, California, USA), with-
out changing any other antiretroviral drug. During
follow-up, patients were not allowed to start any
medication that could the metabolic
(e.g., lipid-lowering agents) or body fat distribution
(e.g-, hormaone replacement therapy).

Efficacy and Safety Assessments

Study visits were conducted at baseline (Month
0) and at Months 1, 3, 6,9,12, 18, and 24. At each of
these study visits, patients were asked about the
occurrence of adverse events, appearance of HIV-
associated diseases, and changes in concurrent
medications, and they underwent an overnight
fasting blood sampling to measure plasma HIV
RNA levels (lower limit of quantitation of 50 cop-
fes/mL), blood cell count, CDM lymphocyte count,
liver enzymes, urea, creatinine, glucose, and lipid
profile (total cholesterol, high-density lipoprotein
cholesterol [HDL-C], low-density lipoprotein cho-
lesterol [LDL-C], and triglycerides [TG]).

When HIV RNA levels were >50 coples/mL,
a second determination was performed a month
later. Virologic failure was defined as plasma HIV
RNA levels »50 copies/mL on two consecutive
measurements.

Assessment of Body Fat Changes

Objective and subjective measures of lipoatro-
phy were assessed at baseline and at Months 6,
12, 18, and 24. Changes in subcutaneous malar fat
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thickness were measured by ultrasonography, as
dexcribed by Martinez et al.” Subcutaneous ma-
lar fat thickness was measured twice on the right
malar bone (mean value) with a high-frequency
transducer (7.5-8.0 MHz) without pressing the
underlying skin. All ultrasonography explorations
were performed by one of the two radiologists par-
ticipating in the study, who were unaware of the
patient’s treatment and had clear instructions not
to discuss any issue related to the treatment or the
subjective perception of fat changes with them.

Total body fat mass was estimated by multifre-
quency bioelectrical impedance analysis (BioScan®
Spectrum tetrapolar multifrequency; Bio Logica,
Spain), as described by Kyle et al.¥ Percentages of
body fat, fat-free mass, and total body water were
also calculated.

Anthropometric measurements by standard
techniques included height, weight, body mass
index (weight in kilograms divided by height in
meters squared), and waist-to-hip ratio (waist dr-
cumference/hip circumference).

Subjective measures of lipoatrophy were as-
sessed by the patient. Patients completed a body
image questionnaire, rating lipoatrophy severity as
0 = absent, 1 = mild (noticeable on close inspection),
2 = moderale (readily noticeable by patient/physi-
clan), and 3 = severe (readily noticeable to a casual
observer)" and fat changes in their face, limbs
(arms or legs) and buttocks as 0 = lost @ lot, 1 = lost
some, 2 = no change, 3 = gained some, and 4 = gained a
lot, compared with baseline.

Assessment of Mitochondrial Toxicity

Relative quantitation of mitochondrial DNA
(MtDNA) versus nuclear DNA (nDNA) was per-
formed by real-time PCR in an ABIPRISM 7700
sequence detector (Applied Biosystems, Foster
City, California, USA) as described previously.”
All samples were tested in duplicate. The rela-
tive quantitation of mtDNA versus nDNA was
calculated using the formula 2-EXP{CtmtDNA-
CinDNA), where CtmtDNA and CtnDNA are the
threshold cycles for the mitochondrial and nuclear

targets, respectively,

Statistical Analysis

SPSS software for Windows (Version 12.0; SPSS,
Inc., Chicago, lllinois, USA) was used for the sta-
tistical analyses. All analyses were performed by

nonparametric tests. For quantitative variables, the
medians and interquartile ranges (25th to 75th per-
centiles) were used as measures of central tendency
and dispersion. The number of patients in each cat-
egory and the corresponding percentages are given
for qualitative variables. The changes from base-
line characteristics were compared by the Wilcoxon
signed rank test or Mann-Whitney for quantitative
variables and the McNemar or chi-square test for
qualitative variables, with the continuity correction
for the chi square when a subgroup included five
or fewer subjects, Correlations were analyzed by
Spearman’s rank test. All statistical tests were two-
tailed and were performed at a level of statistical
significance of .05.

RESULTS

Study Population, Disposition of Patients, and
Virological Data

Sixty-two patients with stavudine-associated
lipoatrophy were enrolled in the study. One patient
discontinued the study 2 months after the switch
because he moved to another city and was not
evaluated. Thus, 61 patients completed the study
and were evaluable. Baseline characteristics of
the patients enrolled in the study are described in
Table 1,

Forty-four patients were receiving NNRTIs (29
efavirenz and 15 nevirapine) and 13 were receiv-
ing Pls (6 lopinavir/ritonavir, 5 nelfinavir, and 2
saquinavir/ritonavir), Lamivudine was the second
nucleoside reverse transcriptase inhibitor (NRTT)
in 42 of these patients, abacavir in 10, and didano-
sine in 5. Four patients were receiving a NRTI com-
bination (three abacavir and lamivudine and one
abacavir and didanosine).

Seven patients had to change ART (six virologic
failure, and one personal decision) during the
study, but tenofovir was not changed in any pa-
tient. CIM lymphocyte count remained stable dur-
ing the study period (median CD4 increased by 15
cells/uL from a median of 435 cells/ul 24 months
after switch).

Six (10%) patients had protocol-defined virologic
failure. This included all the four patients (100°%)
who were receiving tenofovir and two NRTIs
(three abacavir and lamivudine, and one abacavir
and ddl) and two patients with the tenofovis, la-
mivudine, and efavirenz combination. All of them
had undetectable HIV-1 viral load 6 months after
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Table1. Baselinecharacteristics of patients enrolied
in the study

Characteristics Value (n = 61)
Age, years 40 (37-45)
Sex, males 44 (72)
HIV route
Intravenous drug use 22 (38)
Heterosaxuality 21 (34)
Man who have sax with men 13(21)
Others 58
COC category C 28 (46)
HCV positive 29 (48)
HBsAg positive 6(10)
Time from HIV diagnosis, years 1.7 4.4-72.1)
Time on ART, years 55(1.8-7.1)
Time on stavudine therapy, years 4.8(1.6-56)
Number of ART regimens 3(2-4)
CO4 cell count, cells/ul. 435 (268-733)
Weight, kg 63 (58.4-72.7)
Body mass index, kg/m? 22,6 (21.2-24.5)

Note: Data are expressed in Pumber (percentage) of pationts
o median jrerguartie rangs). COC « Centers for Disesses
Control and Prevention; HCV « hopatts C virus; MBsAg « hepa-
s B surface Antigen; ART = antestrovical tharapy.

changing the treatment but always maintaining
tenofovir,

Body Fat Changes

In the first 6 months after switching from stavu-
dine to tenofovir, no changes in malar fat thickness
or total fat mass were observed, Statistically sig-
nificant malar fat thickness increases from baseline
were observed at Month 12 (median increase [IQR]
0.2 mm [0-0.6], p = .001), Month 18 (0.6 mm [0.1-
1.1], p < .001), and Month 24 (0.8 mm [0.3~1.3], p <
001) (Figure 1A). Also, significant increases from
baseline in total fat mass were observed at Month
12 (median increase [IQR] 1.7 kg [0.14.3], p = .001),
Month 18 (3.2 kg [0.4-4.3], p < .001), and Month 24
(3.9 kg [1.4-6.2) kg, p < .001) (Figure 1B).

A moderate correlation was observed between
baseline malar fat thickness and baseline total fat
mass (r = 039, p = .008) and between Month 24

malar fat thickness and Month 24 total fat mass
(r = 040, p = .004). No significant correlation was
seen between the Increase in total fat mass and the
increase in malar fat thickness (r=0.21, p = 18). We
could not identify any other predictive factor of fat
increase from baseline. Use of NNRTIs or Pls in the

baseline malar fat thickness, and total fat
mass did not influence malar or total fat recovery.

Subjective Assessment

At baseline, the percentage of patients with
absent, mild, moderate, or severe subjective facial
lipoatrophy were 0%, 41%, 44%, and 15%; after 24
months of therapy switch (1 = 50), the percentages
were 16%, 36%, 40%, and 8%, respectively (p <
001). With regard to changes in facial fat, none of
the patients lost a lot, 5% lost some, 54% reported
no change, 36% gained some, and 2% gained a lot
of fat, compared with baseline. In those patients in
which a subjective improvement in facial lipoatro-
phy was reported (gained some or gained a lot),
an increase of 1.05 mm (IQR 0.65-1.67) in facial fat
was observed with ultrasonography, in contrast to
the 0.5 mm (IQR 0.1-1.2) increase in those patients
who did not report any improvement (lost some or
no change; p = 20).

At baseline, limb lipoatrophy was absent, mild,
moderate, or severe in 15%, 31%, 49%, and 5% of
patients, respectively. After 24 months, these per-
centages were 22%, 38%, 36%, and 4% (p < .001).
With regiard to subjective changes in limb fat, none
of the patients lost a lot, 12% lost some, 63% had
no change, 21% gained some, and 4% gained a lot,
compared with baseline. No significant differences
were seen in the increase of total fat mass (imped-
ance) between patients with or without subjective
improvement in limb fat (4.4 kg [IQR 3.1-6.5] vs.
35kg [IQR0.3-62]; p = 39).

At baseline, buttocks lipoatrophy was absent,
mild, moderate, or severe in 17%, 39%, 36%, and
8% of patients, respectively, After 24 months, these
percentages were 32%, 36%, 24%, and 8% (p < 001),
With regard to subjective changes in buttocks fat,
none of the patients lost a Jot, 14% lost some, 58%
had no change, 22% gained some, and 6% gained a
lot, compared with baseline. No significant differ-
ences were seen in total fat mass increase (Imped-
ance) between patients with or without subjective
improvement in buttocks fat (4.3 kg [IQR 2.4-7.2]
vs. 3.5 kg [IQR 1.5-6.2]; p = 34).
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Figure 1. (A) Malar fat thickness (mm) in patients substituting tenofovir for stavudine from baseline to Month 24 (n =
61). (B) Total fat mass (kg) in patients substituting tenofovir for stavudine from baseline to Month 24 (n = 61). The box
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Anthropometric Parameters

No significant changes were seen between base-
line and Month 24 after switch to tenofovir in body
weight (median [IOR], 65 kg [60.6-72.8] vs 65.3
kg [57.6-71.9]), in body mass index (23.6 kg/m’
[21.8-24.6] vs. 23.5 kg/mv* [21.4-24.6]), in brachial
circumference (27.2 cm [25.0-29.1] vs. 28.0 cm
[25.7-29.2]), or in the waist/hip circumference ratio
(0.95 kg [0.88-1.0] vs. 0.97 kg [0.92-1.02]).

Changes in Parameters of Mitochondrial Toxicity

The content of mtDNA (mtDNA/nDNA ratio)
in PBMCs at baseline (median [IQR], 42 [31-59])
was significantly lower than in historical controls
of HIV-infected ARV-naive patients (79 [51-114); p
< ,001) and HIV-negative patients (147 [112-181];
p < 001). A significant increase in the content of
mtDNA in PBMCs was scen 1 month (49 [35-74]; p
= .003) and 3 months (65 [39-102]; p < .001) after the
substitution of tenofovir for stavudine. Six months

40
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after the switch, changes in mtDNA compared to
baseline were not significant.

At baseline 19 patients (31%) had high lactate
values (>2.2 mmol/L) (Figure 2). The median
plasma lactate level decreased from baseline to
Month 24 (from 1.72 to 1.18 mmol/L, p < .001),
mainly in patients with baseline hiperlactatemia
(from 3.05 to 1.19 mmol/L, p < .001). Lactate lev-
els decreased specially during the first 3 months,
subsequently seeing a slight decrease through
24 months, where only two patients (3%) had

hyperlactatemia,

Changes in Metabolic Parameters

After replacing stavudine with tenofovir, sig-
nificant improvement in total cholesterol, LDL-C,
and TG were observed. Figure 3A illustrates the
median for change in fasting total cholesterol and
the percentage of patients with hypercholesterol-
emia. Forty percent of the patients had cholesterol
values >240 mg/dL at baseline, with a median of

15 .
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35 /%00

ie ‘[—hf—’-, e S 2
ig JO 3 L] 8 T 5 19 21 24

Time, months

4 Modan lactato in Al subjects (n=61)
o Median Botate in Subjects with basedline lactate = 2.2 mmol/L (n=19)

Modian tactate in subjects with basetine lactate « 2.2 mmol/L (ne=42)
[ ] Percert of subjects with lactate z 2.2 mmol/L

Figure 2. Lactate plasma levels (mmoll) in patients substituting tencfovir for stavudine from baseline to Month 24.
Lines represent median lactate values and whiskers the interquartile ranges, globally or depending on the baseline
lactate lavels, Bars represent percentage of patients with hyperlactatemia.
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Figure 3, (A) Fasting total cho-
lesterol plasma levels (mg/dL) in
patients substituting tencfovir for
stavuding from baseline to Month
24. Lines represent median cho-
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interquartile ranges, globally or de-
pending on the baseline cholesterol
levels, Bars represent percentage of
patients with hypercholesterolemia
>240 mo/dL.

(B) Median values of fasting cho-
lesterol subfractions, globally or
depending on the baseline LDL-
cholesterol levels (whiskers repee-
sent intarquartile rangas).

(C) Fasting total triglycerxta plasma
lavels {mg/dL) in pationts substitut.
ing tenofovir for stavudine from
basaine to Month 24, Linas rapre-
sent median tr values and
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globally or depending on the base-
lina triglyceride levels, Bars repre-
sent percentage of patients with
hypanriglycarisamia >400 mg/dL.
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224 mg/dl. Median total cholesterol concentra-
tions among all subjects were 23 mg/dL (12%)
lower 24 months after the switch than during
stavudine therapy (p < .001), and only 19% of the
patients had cholesterol values over 240 mg/dL (p
< 001). The decrease in total cholesterol was larger
in patients with baseline hypercholesterolemia and
almost all the improvement achieved at 24 months
was already seen as early as 1 or 3 months after the
switch.

The change in cholesterol fractions is shown in
Figure 3B. There was a significant improvement of
LDL-C, mainly in subjects with elevated LDL-C at
baseline. Concentration of HDL-C did not change
after switch to tenofovir.

The total cholesterol/HDL-C ratio significantly
Improved after therapy switch, with median val-
ues (IQR) of 5.26 (4.28-6.24), 4.89 (3.92-5.56), 4.93
(4.03-5.73), 4.71 (4.14-5.96), 4.76 (4.16-5.41), 4.72
(3.86-5.71), 4.73 (3.95-5.72), and 4.65 (3.99-5.77)
at baseline, 1, 3, 6, 9, 12, 18, and 24 months,
respectively,

Figure 3C illustrates the medians for change in
fasting TG and of the percentage of patients with
hypertriglyceridemia. Thirty-three percent of pa-
tients had TG >400 mg/dL values at baseline, with
amedian of 223 mg/dL. Median TG concentrations
among, all subjects was 56 mg/dL (31%) lower 24
months after the switch (p < .001) and 12% of pa-
tients had TG values over 400 mg/dL 24 months
after. As seen with cholesterol, the decrease in TG
values was seen mainly in patients with hyper-
triglyceridemia, and almost all the improvement
attained at 24 months was already seen as early as
1 or 3 months after the switch,

Safety and Tolerability

No serious adverse events related to treatment
medication were reported during the study. No
patient experienced bone fractures. No significant
changes in liver function tests, glucose, or creati-
nine values were observed during the study.

DISCUSSION

HIV-associated lipoatrophy is a highly stig-
matizing syndrome that can negatively impact
the patient’s self-esteem, social relationships, and
treatment adherence and entail metabolic disor-

ders that can increase cardiovascular risk. The toxic
effects of stavudine on mitochondria may contrib-
ute to lipoatrophy. This study evaluated the long-
term effect of switching a stavudine-based regimen
to a tenofovir-based regimen.

We found a significant albeit modest increase
of 0.8 mm (25%) in malar fat thickness and of 3.9
kg (21%) In total body fat 24 months after switch-
ing to tenofovir. Six months after the switch, no
changes in malar fat or whole body fat were seen;
after that point, a partial reversal of lipoatrophy
was observed, which appeared to continue over
time. However, subjective lipoatrophy improve-
ments 24 months after treatment switch were
moderate, and only 36%, 25%, and 28% of patients
reported an evident improvement in face, limbs,
or buttocks, respectively. Subjective improvement
of facial lipoatrophy was significantly associated
with a greater increase of subcutaneous malar
fat thickness measured by ultrasonography (1.1
mm in those patients who referred improvement
and 0.5 mm in those who did not), whereas no
significant association was seen between total fat
increase measured by bioimpedance and subjective
improvement of lipoatrophy in any location.

Three previously published studies have as-
sessed switching from a thymidine analog NRTI to
tenofovir in patients receiving stable ART with un-
detectable viral load.” * In the study by Milinkovic
et al,® patients who switched from stavudine to
tenofovir (1 = 15) had a median increase in limb fat
and in total fat of 0.40 kg and 1.19 kg, respectively,
as measured by dual-energy X-ray absorptiometry
(DEXA) after 6 months, whereas patients who
continued with standard dose of stavudine (n =
19) had a median decrease in limb fat and in total
fat of 0.18 and 0.43 kg, respectively. In the RAVE
study,™ patients who switched from either zid-
ovudine or stavudine to tenofovir (n = 52) had a
median increase in limb fat and in total fat of 0.33
kg and (.95 kg, respectively, as measured by DEXA
after 12 months. Patients receiving stavudine be-
fore switching to tenofovir experienced greater
Increases in limb fat (0.50 kg; n = 37) than those on
zidovudine (0.19 kg: » = 17). In the extension phase
of Study 903,* a total of 85 patients originally ran-
domized to stavudine, lamivudine, and cfavirenz
completed the 36-month double-blind phase of the
study and were switched to an open-label regimen
of tenofovir, lamivudine, and efavirenz. Mean limb
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fat ax measured by DEXA increased progressively
from 4.5 kg around the time of the switch to 5.1 kg
at 48 weeks after the switch and to 5.8 kg 36 months
after the switch. None of these three studies per-
formed a a subjective analysis of lipoatrophy evo-
lution or an objective analysis of facial lipoatrophy,

for a substudy of 47 subjects with lipoatro-
phy in the RAVE study, who underwent scanning
by tridimensional laser technique to assess facial
volume allowing changes in facial volume to be
calculated by superimposing the scans, Fat volume
in both cheek areas increased by 2539 mm’ from
baseline to 48 weeks after the switch, and this in-
crease correlated with improvements in limb fat."
This technique needs to be standardized and is not
available in many hospitals.

Sonography Is a simple, rapid, available, and
low-cost technique to measure the thickness of sub-
cutaneous malar fat.*** Patients with lipoatrophy
have less facial fat than persons without lipoatro-
phy®; in our study, its measurement was useful to
analyze changes in facial lipoatrophy after switch-
ing stavudine for tenofovir. Sonography should be
considered as an additional tool to quantify malar
fat changes in HIV-1-infected patients when per-
formed by the same expert radiologist.

Bioelectrical impedance is a simple and inex-
pensive technique, which is useful for measuring
total fat, but it does not allow the differentiation
between locations (trunk, limbs) or between sub-
cutaneous or visceral fat; this is a limitation of our
study. The increase in total fat seen in our study ix
similar to the increase in total fat and subcutane-
ous fat in limbs measured by DEXA in the other
stavudine to tenofovir switching studies, ™ but
it has not correlated with subjective changes in
any location, as seen in another study.™ Without
a doubt, subcutancous limb fat measurement by
DEXA, which is becoming routinely available in
many centers, is the gold standard for the study of
limb lipoatrophy in patients infected with HIV.

Dyslipidaemia was very common in patients
with lipoatrophy receiving HAART including
stavudine, despite the fact that most patients were
receiving NNRTL After replacing stavudine for
tenofovir, a notable improvement in total choles-
terol, LDL-C, and triglycerides was observed, and
the decrease was more pronounced In patients
with baseline dyslipidaemia, The lipid decay effect
was observed very early after the switch: it was

evident in the first evaluation 1 month after the
switch and the larger decrease was seen within the
first 3 months, stabilizing or having slight changes
after then.

These findings are consistent with the other
studies where stavudine has been replaced by
tenofovir® = In those switch studies where the
thymidine analog has been substituted by abaca-
vir, a gain in limb fat similar to that observed with
tenofovir has been seen, but with little change
in the lipid profile.”**=**' Therefore switching to
tenofovir rather than to abacavir may provide a
more attractive option in terms of improving the
lipid profile.*" Even in those patients in whom
the switch is not enough to resolve dyslipidaemia,
it can become a good complement to the lipid-
lowering agents” activity.

Mitochondrial parameters that were studied
improved with the switch strategy. Consistent with
other switch studies,” we demonstrated a pro-
gressive reduction of lactate levels after replacing
stavudine with tenofovir, especially in those pa-
tients with baseline hyperlactatemia. The moderate
increase in PBMCs mtDNA scen in the first months
after the switch can be partly responsible for the
recovery of mitochondrial function, which allowed
lactatemia normalisation, although other factors
independent of DNA polymerase inhibition could
be implicated, such as mtRNA transcription inhibi-
tion in the absence of mtDNA depletion. ™

No correlation was seen between improvement
in mitochondrial parameters and fat gain. As pre-
viously established, body fat changes are mediated
by mitochondria, but drug toxicities are probably
organ-specific, and mitochondrial changes should
not be measured in PBMCs. 5%

After the switch to tenofovir, most patients con-
tinued to have durable virologic response, except
those recelving a combination of three NRTIs. The
four patients who received a triple nucleoside com-
bination went on to experience virological failure
after changing from stavudine to tenofovir, with
the selection of resistance mutations. When this
study was begun, the high virological fatlure rate
associated with triple nucleoside combinations
that did not contain a thymidine analogue was
unknown.

The switch to tenofovir was well tolerated after
24 months of follow-up, and no patient had to stop
therapy because of adverse events.
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Some limitations of our study must be pointed
out. The first is the use of techniques such as bio-
impedance that do not allow the differentiation
between localizations in fat gain. The second is
the potential bias in the subjective perception of
fat changes due to the placebo effect; despite this
possibility, significant correlation between subjec-
tive and objective measurements was soen in facial
fat gain.

In summary, our study demonstrated that in
the actual context of HAART in virologically sup-
pressed HIV-infected patients with lipoatrophy,
switching from stavudine to tenofovir maintains
durable virologic suppression and leads to a sig-
nificant improvement of facial lipoatrophy, lipid
profile, and lactate levels with an excellent safety
profile. Lipoatrophy reversion is very slow and is
still clinically evident in most patients 24 months
after switching. These results support the proactive
change from stavudine to tenofovir.
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ABSTRACT

Objectives: Lipoatrophy is a long-term adverse effect of some antiretrovirals
that affects quality of life, compromises adherence and may limit the clinical
impact of HIV treatments. This paper explores the effect of
tenofovir/emtricitabine (TDF/FTC) on the amount of limb fat in patients under
virologic suppression.

Methods: Randomized, prospective clinical trial comparing the continuation on
a zidovudine/lamivudine (AZT/3TC) based-regimen to the switch to a TDF/FTC
one on the limb fat mass assessed by DEXA over a 72-week period.

Results: Eighty patients were included (39 in the TDF/FTC arm and 41 in the
AZT/3TC arm), and 73 completed the study (37 and 36 in each arm,
respectively). In the switch arm, limb fat increased by 540 grams from baseline
(p=0.022), while in the AZT/3TC arm it decreased by -379 grams (p=0.112, p
between groups=0.007). Subjects with a baseline limb fat < 7.2 Kg, a previous
time on AZT > 5 years or a body mass index > 25 Kg/m? experienced the
highest and statistically significant limb fat gain. Haemoglobin increased a
median of 1.0 g/dL in the TDF/FTC arm (p<0.001), and remained unchanged in
the AZT/3TC arm (p between groups=0.0002). There were no significant
differences between groups in other secondary endpoints (body weight, total
body and trunk fat content, total body bone mineral density, laboratory
parameters, CD4 cell count and viral load).

Conclusions: Switching from an AZT/3TC to a TDF/FTC based-regimen led to
a statistically significant improvement in limb fat, as opposed to the progressive

loss in subjects continuing AZT/3TC.
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INTRODUCTION

Highly active antiretroviral treatments (HAART) have drastically modified the
course of HIV infection, thanks to the immunologic and virologic control
achieved with them.(1) Nevertheless, long term adherence to the treatment (for
all their lifespan, according to current knowledge), without having relevant
adverse effects is required to attain these results.(2)

For HIV patients, lipoatrophy is a frequent problem with important
consequences, related to the use of HAART as well as to some host and virus
factors. It is characterized by a loss of subcutaneous fat in the face, buttocks
and/or limbs, and it is frequently associated with other metabolic complications
(dyslipidemia, insulin resistance), increased cardiovascular risk and lack of
adherence to antiretroviral treatment (ART).(2-4) It is also a source of great
concern for patients due to stigmatization. The change in the amount and
distribution of body fat must be considerable (loss of 30-50% of total body fat)
before it becomes evident,(5-7) and in consequence the cases of clinically
obvious lipoatrophy are only the tip of the iceberg of a phenomenon that
represents a generalized disorganization of the adipose tissue,(8) starting when
ARVs are first used and continuing over time(9-11). When the patient perceives
the change in his/her body shape, the fat loss is difficult to regain,(9;12-14) it is
therefore important to prevent its appearance in a subclinical stage.(15)

Agents associated with the appearance of lipoatrophy include ameng
others the thymidine analogues reverse transcriptase inhibitors (NRTIs),
stavudine (d4T) being the main culprit,(9;10;16-18) along with zidovudine (AZT)
entailing an important cause of fat loss.(17;19) Due to their toxicity, AZT and

d4T are not first line options for HIV patients any more, but they are still used by
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many patients who started their HAART regimens with the AZT/3TC
combination some time ago. On the other hand, the fixed dose combination of
TDF/FTC is the preferred NRT| backbone option currently, and is unanimously
recommended by all main international antiretroviral treatment
guidelines.(15;20) It is an easy to use and well tolerated option, with a smaller
fat loss effect(12;21) and recommended as well for the treatment and
prevention of lipoatrophy substituting thymidine analogues.(15)

The objective of this study was to explore limb fat changes, as well as
changes in other clinically relevant parameters, comparing switching from
AZT/3TC to TDF/FTC to maintaining AZT/3TC in stable patients who were
virologically suppressed.

METHODS

Study design

This was a prospective, multicenter, randomized, open label, phase 4 clinical
trial, carried out in 8 HIV clinics in Spain, between May 2006 and September
2008. The protocol was approved by the Ethics Committee of all the
participating centers and by the Spanish Health Authorities. This study was
conducted according to the principles in the Declaration of Helsinki 1975, 2000
revision. Each participant gave written informed consent.

Eligible subjects invited to participate were adult patients (>18 years) with
confirmed HIV-1 infection, on stable therapy for at least 6 months with a HAART
regimen containing AZT+3TC, either as separate drugs or as the fixed dose
combination Combivir®, plus a non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor
(NNRTI) or a protease inhibitor (Pl), and with confirmed HIV-1 RNA < 50

copies/mL in the last two consecutive determinations.
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Patients accepting to participate were randomized to either continuing
their HAART regimen (AZT/3TC arm) or switching from AZT+3TC to TDF+FTC
(TDF/FTC arm), with the same third agent previously used. In the AZT/3TC
arm, subjects received the study drug either as a fixed dose combination
(Combivir®, 1 tablet BID) or as separate components of lamivudine 150 mg (1
tablet BID) plus zidovudine 300 mg (1 tablet BID); in the TDF/FTC arm the
study drug was administrated as a fixed dose combination (Truvada®, 1 tablet
QD). “Treated Subjects” were those who were randomized and received at least
one dose of the study drug and the “Treated Subjects” dataset was used for
both efficacy and safety analyses. A centralized manual randomization
procedure was used, whereby treatments were assigned to subjects at each
study site, stratifying according to the current third agent of their HAART
(NNRTI or Pls) regimen.

Clinical examinations and laboratory analyses were conducted at each
participating centre at baseline and every twelve weeks thereafter until week 72.
Whole body dual energy x-ray absorptiometry (DEXA) scans to measure body
fat were performed at baseline and every 24 weeks, and were centralized in two
clinics in Barcelona and Madrid. Scans were read centrally by a radiologist
unaware of the patient's randomization arm. A DEXA Lunar Prodigy model was
used and cross-calibration between centres was performed by a variable
composition phantom. In order to provide a clinically appropriate range for
instrument assessment three different configurations of the phantom layers
were applied, designed to evaluate a high, medium and low fat composition.
The agreement among the different scanners was evaluate according to the

Bland-Altman method and Lin's concordance correlation coefficient. Results
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showed a high concordance for body fat composition between the DEXA fan-
beam systems with no significant differences in the fat component
quantification.

Exclusion criteria were prior virological failure or intolerance to TDF or
FTC-containing therapy, treatment with investigational antiretroviral drugs,
known history of drug abuse or chronic alcohol consumption, pregnancy or
breast-feeding, recent opportunistic infection (current or in the previous 4
weeks), documented active malignant disease (excluding cutaneous Kaposi
sarcoma), renal disease with estimated glomerular filtration rate <50
mL/min/1.73m?, concomitant use of nephrotoxic or immunosuppressive drugs,
systemic corticosteroids, interleukin-2, or chemotherapy, and patients who were
not considered suitable for the study at investigator’s discretion. For women of
childbearing potential, a negative urine pregnancy test at screening visit was
required. Patients on lipid-lowering therapy were allowed to participate if their

lipid-lowering therapy had been stable for at least the previous 8 weeks.

Endpoints

The primary endpoint of this study was the change from baseline in total limb fat
measured by DEXA at weeks 24, 48 and 72. Total limb fat change was
measured in grams, and it was calculated as the sum of arms and legs fat.
Additional subanalyses of total limb fat change were performed according to
baseline total limb fat dichotomized by < 7200 grams vs. =2 7200 grams (mean
value for HIV negative men(5;6)), baseline body mass index (BMI) < 25 kg/m?
vs. BMI > 25 kg/m? (cut-off for overweight), and prior AZT use < 5 years vs. > 5

years.
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Secondary endpoints were changes in trunk and total body fat, body
weight, total bone mineral density (BMD), haemoglobin and hematocrit levels,
fasting metabolic parameters (total cholesterol, HDL-cholesterol, LDL-
cholesterol, triglycerides and lactate), mitochondrial DNA/nuclear DNA
(mDNA/nDNA) ratio in lymphocytes, renal function measured by the glomerular
filtration rate, calculated by the modification of diet in renal disease (MDRD)
formula, proportion of patients maintaining HIV-1 RNA <400 and <50
copies/mL, change in CD4 cell counts, safety (incidence of adverse events and
laboratory abnormalities) and description of resistance mutations in case of
virological failure. Adherence to ART was assessed at each visit after baseline
by the simplified medication adherence questionnaire (SMAQ), and a median of
days of compliance was calculated. The SMAQ is a validated instrument that
classifies adherence as a dichotomous variable (adherent/non adherent).(22)
Statistical analysis
Descriptive statistics were reported including number and percentage for
categorical variables and number, mean, standard deviation, median and
interquartile ranges for continuous variables. Two sided 95% confidence
intervals (Cls) for each treatment group were calculated for absolute values and
changes from baseline values at each time point. Changes from baseline within
treatment groups were compared using a Wilcoxon Signed Rank Test, and
differences between treatment group changes using a Wilcoxon Rank Sum
Test. The proportion of patients with undetectable viral load was tested using a
Fisher's exact test. The primary analysis was performed using a last post-

baseline observation carried forward methodology (LOCF) for global and
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stratified data, and the global analysis was confirmed by a secondary missing
equals excluded (M=E) analysis.

This trial was designed as a pilot exploratory study with a total of 80
subjects, randomized 1:1 to each treatment arm.

This study was designed by and data were analysed at Gilead Sciences.
All authors had full access to the data and vouch for the accuracy and
completeness of the data and the analyses. The manuscript was written by all
the authors, each of whom contributed to the drafts and revisions and approved
the final manuscript. The study was registered at clinicaltrials.gov (number
NCT00324649).

RESULTS

Baseline demographics and subject disposition

A total of 80 subjects were randomized, 39 subjects to the TDF/FTC group and
41 subjects to the AZT/3TC group. Subjects were predominantly male (81%)
with a mean age of 44 years, and groups were well matched for all variables
except sex, creatinine and baseline CD4 cell count (Table 1).

The majority of subjects completed the 72 weeks of study. Only two (5%)
subjects in the TDF/FTC group and five (12%) in the AZT/3TC group
discontinued study treatment prematurely. The two subjects in the TDF/FTC
group discontinued treatment due to gastrointestinal intolerance and
noncompliance, respectively. In the AZT/3TC group, discontinuations were due
to indinavir-related nephrolithiasis (n=2), anemia (n=1), lactic acidosis (n=1) and
one subject withdrew consent because of fear of lipoatrophy (n=1).

The median study drug adherence was 100% for both groups (IQR for

TDF/FTC: 99.8-100%; for AZT/3TC: 89.6-100%)
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Body composition

Changes in total limb fat are summarized in Figure 1. Subjects in the TDF/FTC
arm had a baseline median limb fat of 3565 g, which had increased significantly
by 540 g at week 72 (p=0.022), whereas subjects in the AZT/3TC arm had a
baseline median limb fat of 4304 g, which had decreased by 379 g at the same
time point (p=0.113). The difference between the two groups was statistically
significant by LOCF analysis (p=0.008).

Subgroup analyses showed significant differences in limb fat gain
between groups at weeks 48 and 72 in subjects with a baseline limb fat < 7200
g (figure 2A), but not in those with more than 7200 g of limb fat (figure 2B).
Analyses using as cut-off the median value of limb fat in the study subjects
(3642 grams) showed similar results (data not shown). Differences in limb fat
gain were also statistically significant between groups in individuals with
previous time on AZT > 5 years (figure 2C), but not in those with use of AZT <5
years (figure 2D). Subgroup analysis for subjects receiving an NNRTI as the
third agent were similar to these primary results, and analysis for subjects
taking a P| were inconclusive due to the small sample size (n=12).

There were no statistically significant differences within or between
treatment groups in the changes from baseline in either trunk or total body fat at
week 72, and there were no clinically relevant changes from baseline in
subjects' body weight in any arm during the study period (Table 2).

Regarding total bone mineral density (BMD), baseline values were
similar between treatment groups (1.07 + 0.096 g/cm? with TDF/FTC and 1.08 +

0.127 g/lcm? with AZT/3TC). After 72 weeks, there were no significant changes
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within the TDF/FTC (-0.95 + 1.8%, p=0.374) or the AZT/3TC (-0.58 + 1.1%,
p=0.837) groups or between treatment groups (p=0.307).

Lipid parameters

In the TDF/FTC arm, total cholesterol decreased from a baseline median of 187
mg/dL (4.79 mmol/L) to 182 mg (4.71 mmol/L) at Week 12 (p < 0.001) and 178
mg/dL (4.60 mmol/L) at week 24 (p=0.040), and then returned to 183 mg/dL
(4.69 mmol/L) at week 72. A similar pattern was observed for LDL cholesterol
with an additional significant difference between groups in LDL cholesterol at
week 72 (median decrease of -1.5 mg/dL in the TDF/FTC arm (p=0.553) and a
median increase of +12.0 mg/dL in the AZT/3TC (p=0.081) group [p=0.043
between groups]). There were no significant changes in the median total
cholesterol value in the AZT/3TC group at any time point. Twelve subjects in the
TDF/FTC arm and 16 in the AZT/3TC arm had baseline total cholesterol values
higher than 200 mg/dL (5.13 mmol/L), while at the end of follow up 12 subjects
in the TDF/FTC arm and 20 in the AZT/3TC arm had values higher than that.
Three subjects (7%) in the AZT/3TC arm and none in the TDF/FTC arm needed
to start treatment with lipid lowering drugs during the study period. At week 72
there were no significant differences within or between the groups for total
cholesterol and total cholesterol/HDL ratio or triglycerides.

Other laboratory markers (table 2)

Haemoglobin and hematocrit increased in the TDF/FTC group by week 12
(median Hb: +0.9 g/dL, median hematocrit: +3.0%, both p<0.0001) and
remained increased throughout treatment. There were no significant changes in
these parameters within the AZT/3TC group at any time point. Differences

between treatments were significant (p< 0.015) at all post-baseline time points
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for both haemoglobin and hematocrit. At the end of follow up, 6 subjects in the
AZT/3TC arm and 11 in the TDF/FTC arm had increases in absolute
haemoglobin by 2 1 g/dL, and 6 in the AZT/3TC arm and 3 in the TDF/FTC arm
had decreases of the same magnitude. Three subjects in the AZT/3TC arm and
one in the TDF/FTC arm needed specific treatment for anaemia during the
study period.

Baseline serum creatinine concentration was significantly lower in the
TDF/FTC arm than in the AZT/3TC arm (median: 0.80 versus 0.90 mg/dL,
respectively, p=0.046), and slightly increased in the TDF/FTC group at week 72
(median 0.86 mg/dL, change from baseline +0.05 mg/dL, p<0.001), without
significant changes in the AZT/3TC group (median 0.84 mg/dL, change -0.02
mg/dL, p=0.12). At week 72, the median value of the glomerular filtration rate
decreased from 99.2 to 92.2 mL/min/1.73 m? in the TDF/FTC arm (median
change -6.5 mL/min/1.73 m?, p<0.001), and increased from 96.4 to 106.1
mL/min/1.73m? in the AZT/3TC arm (median change +3.0 mL/min/1.73 m?, p=
0.110), the difference between groups being significant (p<0.001). All creatinine
and glomerular filtration rate values during the study period were within the
normal range in both arms.

Lactic acid decreased significantly by week 24 in the TDF/FTC group (-
0.33 mmol/L, p=0.0016), without significant changes in the AZT/3TC group.

HIV infection parameters
At week 72, 35 out of 39 (89.7%) subjects for TDF/FTC and 34 out of 41
(82.9%) subjects for AZT/3TC (difference 6.8%; 95% Cl| -8.1% to 21.8%)

maintained a sustained virological response (ITT, M=F analysis). Only two
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patients in each group experienced viral rebound (2 consecutive HIV RNA >50
copies/mL).

The median CD4 count over 72 weeks increased by 67 cells/mm?® in the
TDF/FTC group and by 36 cells/mm? in the AZT/3TC group, without significant
differences between groups.

Safety

Treatment was well tolerated in both groups. Grade 3-4 adverse events
occurred in one patient (2.6%) treated with TDF/FTC and five patients (12.2%)
treated with AZT/3TC. Of these, only two cases were considered as possibly or
probably related to the study drug, both in the AZT/3TC arm (lactic acidosis and
anaemia). There were two cases of trauma-related bone fractures during the
study (lumbar vertebral fracture in the TDF/FTC arm and radius fracture in the
AZT/3TC arm), none of which were considered to be related to any of the study
medications. The only renal adverse events were two cases of renal colic
related to indinavir in the AZT/3TC arm. No new or unexpected safety findings
or deaths were reported during the study.

DISCUSSION

In this randomized clinical trial conducted in virologically suppressed HIV
patients, switching from AZT/3TC to TDF/FTC was associated with a
statistically significant increase in limb fat in the switch arm as compared with
patients who continued on their original regimen. This difference was driven by
a significant increase in limb fat in those patients who switched to TDF/FTC,
and continuous decreases, although not statistically significant, in the arm that
continued on their original regimen. Changes were progressive over time and

the difference between groups was significant from week 48 onwards. At the
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end of week 72, subjects in the TDF/FTC arm had almost 1 kilogram more of
limb fat that those who kept with AZT/3TC. These results are consistent with
previous findings which showed that switching from a regimen containing d4T or
AZT to a new regimen containing ABC(13;14;18;23-25) or TDF(21;25;28) made
it possible to halt the loss of subcutaneous fat and was associated with some
recuperation.

In almost all the subgroups analysed, stratified by baseline limb fat,
baseline BMI or previous time on AZT, the change trends were the same, fat
was preserved in the TDF/FTC arm and lost in the AZT/3TC arm. In contrast to
the findings of a similar study,(26) in our study this benefit was especially
relevant and statistically significant in those subjects who had been exposed to
AZT for longer periods of time (>5 years) and in those whose baseline limb fat
was lower than 7200 g (this value represents the mean value for the limb fat in
men without HIV infection).(5;6) This last group would represent both those
subjects who have already lost their limb fat as a consequence of their previous
exposure to AZT, who therefore have the biggest deficit to be regained, and
slim subjects, who represent a known risk factor for lipoatrophy identified in
previous series.(9) In contrast, differences within and between groups in strata
with a shorter exposure to AZT or with baseline limb fat >7200 g showed similar
trends but did not achieve statistical significance, probably because these
subjects did not have a great fat loss to overcome (but whose fat had to be
preserved) or because subjects with host or viral factor protecting them from
lipoatrophy were included. However, these results should be interpreted with
caution as they were observed in a small group of subjects. Finally, the group

with the highest absolute increase in limb fat was the one with a higher baseline
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BMI (>25 Kg/m?), this factor having been previously identified as an
independent predictor of fat increase in these persons.(13) As has been
reported before,(26;27) total body fat and trunk fat content showed a slight not
significant increase in both treatment groups during the study period. Regarding
bone composition, there were no significant differences within or between study
groups regarding total BMD after 72 weeks.

Virologic and immunologic control was maintained during the study
period in both arms. TDF/FTC was well tolerated in this study population, with
no new or unexpected safety findings reported during the study, as found in
prior studies (12;21;25;26;29,30). Changes in the lipid profile were more
favourable in the TDF/FTC arm, but they were small in magnitude in both
groups. Haemoglobin values increased early in the TDF/FTC arm, suggesting
that this switch strategy could be a good option in cases of symptomatic
anaemia. Although there were significant changes from baseline in the serum
creatinine concentration and in the glomerular filtration rate between groups,
renal security was good in the TDF/FTC arm. The increase in serum creatinine
levels and the decrease in the glomerular filtration rate were small and similar to
those described in previous studies (26;27;29). All patients had a renal function
within the normal range and without significant renal adverse events.

One limitation of our study was the small sample size in certain
subgroups of interest, which may have limited our possibility to report important
changes in specific subsets of subjects. Also, we do not have information about
the subjective perception of lipoatrophy by subjects or by physicians. This
information would have been important to support our conclusions, based on

the study of a phenomenon that is often not clinically evident in the first phases,
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but has the capacity to seriously affect quality of life when it becomes visible.
Previous studies have shown that in patients with clinically evident lipoatrophy,
an improvement in limb fat as measured by DEXA is not always perceived in
the same way by patients and/or physicians.(13;14;23) Nevertheless, a recent
study(31) has shown a statistically significant correlation between lipoatrophy
scores, as determined by physicians and patients, and the measurements of
limb fat changes by DEXA, and other authors(32,33) have reported that
changes in limb fat measured by DEXA have a positive and statistically
significant correlation with the increase in malar volume as determined by a
validated 3D laser imaging technique, suggesting that the cosmetic aspect also
improves when limb fat increases.

In summary, our study shows that switching from a HAART regimen
based on AZT/3TC to a regimen based on TDF/FTC led to a significant
improvement in limb fat, opposed to the progressive loss of limb fat seen in
subjects who kept their original regimen. This benefit was especially relevant in
those subjects who had already lost limb fat. However, fat recovery is not
complete and these results support the proactive change from AZT/3TC to

TDF/FTC.
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Table 1 Baseline characteristics

Anexos

TDF/FTC arm AZT/3TC arm
p-value
(n=39) (n=41)
Age, years (mean = SD) 44 (£10.6) 44 (£7.4) 0.927
Sex (male), n (%) 28 (72) 37 (90) 0.046
HIV risk factor, n (%)* NS
Intravenous drug use 8 (21) 12 (29)
Heterosexual 16 (41) 11 (27)
Men who have sex with men 15 (38) 18 (44)
Other 2(5) 2(5)
CD4 cell count (cells/mL), median 655 504
0.037
(IQR) (505-789) (363-756)
Undetectable HIV RNA, n (%)
<50 copies/mL 38 (97%) 39 (95%) 0,588
50 - 400 copies/mL 1(3%) 2 (5%) )
ARV class of the third agent of NS
HAART
Protease inhibitor 6 (15) 7(17)
NNRTI 33 (85) 34 (83)
Efavirenz 21 (54) 24 (59)
Nevirapine 12 (31) 10 (24)
Years on AZT/3TC, median (IQR) 5.8 (4.2-7.2) 6.2 (4.7-7.2) 0.281
Body mass index, kg/m2 (mean + SD) 246 (£3.5) 24.9 (£3.9) 0.969
Body weight, kg (mean t SD) 70.5 (+10.4) 74.0 (£13.2) 0.391
3.565 4.304
Limb fat content, kg (median, IQR) 0.756

(2.695-6.525)

(2.147-6.503)

* Subjects could report more than 1 HIV risk factor.

SD: standard deviation; IQR: interquartile range; ARV: antiretroviral, HAART: Highly active

antiretroviral treatment; NNRTI: non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor.
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Table 2. Baseline values and changes at week 72 in body fat and laboratory parameters

TDF/FTC (n=39) AZT/3TC (n=41) o vl o
Parameters: Median (IQR) Week 72 change Week 72 change | comparison of
Baseline from baseline, Baseline from baseline, change
median median between groups
Trunk fat content (Kg) 10.1 (7.6-14.0) +0.354 9.4 (6.0-13.1) +0.526 0.897
Total body fat (Kg) 15.2 (10.7-21.5) +0.786 13.5 (9.7-20.6) +0.334 0.307
Total cholesterol (mg/dL) 187.0 (157.0-206.0) -3.0 189.0 (166.0-218.0) +1.0 0.249
TC/HDL ratio® 3.9 (3.2-4.7) +0.3 3.8(2.8-4.9) +0.3 0.882
LDLc AEQ\QC@ 109.0 (86.0-136.0) -1.5 107.5(90.0-131.6) +12.0 0.043
HDLc (mg/dL)* 49.0 (42.5-59.1) -4.0" 49.5 (41.5-65.0) 1.0 0.372
Triglycerides (mg/dl)* 110.0 (76.0-154.0) +7.0 120.0 (80.0-175.0) 0.0 0.275
Haemoglobin (g/dL) 14.6 (13.8-15.5) +1.0° 14.5(13.2-15.1) 0.1 0.0002
Hematocrit (%) 42.6 (40.0-44.9) +2.3° 42.0(39.043.6) 0.0 0.0014
Creatinine (mg/dL) 0.80 (0.67-0.93) +0.05 0.90 (0.78-1.02) -0.02 0.001
Lactic acid (mmol/L) 1.23 (0.89-1.60) -0.17° 1.12(0.83-1.99) 0.07 0.024
Lymphocyte mDNA/NDNA ratio 61.5 (35.0-83.0) +99.0° 61.0 (43.0-82.0) +31.0° 0.195

Within treatment group comparisons are not significant unless otherwise indicated: * p<0.05, °p<0.01, °p<0.0001

IQR: interquartile range; TC: total cholesterol; LDLc: low density liprotein cholesterol, HDLc: high density lipoprotein cholesterol
5 Conversion factor for total cholesterol, HDL and LDL in mmol/L: mg/dL/39
§5 Conversion factor for triglycerides in mmol/L: mg/dL/89
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Figure 1: Median changes in limb fat and baseline values assessed by DEXA in
both treatment groups through 72 weeks of follow-up.
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All comparisons within groups are not significant unless otherwise indicated: ® p<0.05; ¥ p<0.01; © p<0.001; @ p<0.0001
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Figure 2: Median changes in limb fat according 'to Basélifié characteristics: A) limb fat < 7.2 kg, B) limd fat >~" =~
7.2 kg, C) zidovudine duration > 5 years, D) zidovudine duration < 5 years, E) body mass index < 25 kg/m2,
F) body mass index > 25 kg/m2.
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