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RESUMEN

En la presente tesis doctoral se estudia la afectacién del tejido dseo que sufren
los pacientes infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Se trata de
un tema de gran actualidad debido al aumento de la esperanza de vida en esta
poblacion gracias al acceso al tratamiento antirretroviral (TAR), lo cual ha traido como
consecuencia que estos pacientes presenten a largo plazo enfermedades crénicas que
antes no se observaban. Dentro de ellas, la afectacién dsea ocupa un lugar destacado,
y conocer cdmo se produce resulta de vital importancia para poder asegurar la salud a

largo plazo de estos pacientes.

Se ha realizado un estudio exhaustivo por medio de métodos no invasivos de
diferentes componentes de la resistencia ésea, en pacientes VIH con y sin TAR,
tratando de diferenciar en la medida de lo posible cual es el efecto tdxico que

producen por separado la propia infeccion, el TAR y los factores de riesgo individuales.

Esta tesis doctoral se compone de dos estudios:

1. La infeccion por el VIH esta asociada a un deterioro de las propiedades

mecanicas 6seas, independientemente de la densidad mineral ésea

Este primer estudio se realizé en un grupo de pacientes infectados por el VIH
gue nunca habian recibido TAR, y en un grupo control de voluntarios sanos con
caracteristicas basales comparables entre ellos. El objetivo fue evaluar el efecto tdxico
6seo del VIH independientemente del tratamiento. Se encontré que el grupo de
pacientes VIH presentaban valores de BMSi medidos por microindentacién
significativamente inferiores que el grupo control, mientras que los valores de DMO
eran similares en ambos grupos. Ademas, se midieron los pardmetros inflamatorios de
laboratorio, observandose valores significativamente mas elevados en el grupo de
pacientes infectados. Se concluyd que el VIH se relacionaba con un efecto téxico sobre
el hueso que es independiente de la cantidad mineral ésea, y que estos pacientes
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presentan un estado de inflamacidon crénica que podria ser la responsable de este

efecto de deterioro de la salud ésea independiente del tratamiento antirretroviral.

2. Densidad mineral, microarquitectura y calidad tisular dseas tras tratamiento a

largo plazo con tenofovir/emtricitabina o Abacavir/lamivudina

En este segundo estudio se compararon dos grupos de pacientes VIH con mas
de 50 anos de edad y en TAR durante mds de 5 aifos con TDF-FTC o con ABC-3TC. Se
evaluaron diferentes componentes de la resistencia 6sea: la cantidad de hueso
mediante la DMO, la microarquitectura dsea a nivel lumbar mediante el “trabecular
bone score”, y la resistencia mecdnica mediante la microindentacién. En el analisis
univariante se observd que los pacientes tratados con TDF-FTC presentaban peores
valores de DMO en la columna lumbar, no asi en la medida en otras localizaciones, asi
como tampoco en los valores de BMSi y TBS. Este mismo grupo presentd ademds unos
marcadores de remodelado dseo significativamente mas elevados que el grupo tratado
con ABC-3TC, lo cual podria explicar al menos en parte el mayor deterioro éseo sufrido
con este farmaco. Cuando se realizé el analisis multivariante ajustado edad, sexo, IMC
y [25(OH)D] se observé que los pacientes tratados con TDF-FTC presentaba valores de
BMSi significativamente inferiores. Se concluyé que en general los pacientes VIH
tratados con TDF-FTC tienen peor salud ésea que aquellos tratados con ABC-3TC,
aungue es dificil discernir entre los efectos de la propia infeccidn, el tratamiento y los
factores de riesgo individuales. La medicién de la DMO proporciona Unicamente
informacién sobre uno de los componentes de la resistencia dsea, y en este sentido
tanto el TBS como la microindentaciéon aportan informacién complementaria que
podria ayudar identificar con mayor precisién qué pacientes presentan una mayor

afectacion osea.



ABSTRACT

The aim of the present Doctoral Thesis is to assess the bone tissue involvement
in patients infected by the Human Immunodeficiency Virus (HIV). This is a very topical
issue as better access to antiretroviral therapy (ART) has increased the life expectancy
of the people living with HIV/AIDS (PLHA). This situation has resulted in an increased of
chronic long-term diseases in them that were not previously observed. Amongst the
PLHA, bone involvement occupies a prominent place, and its etiology is vitally

important to ensure their long-term health.

An exhaustive study was carried out using non-invasive methods of different
components of bone resistance in ART naive and experienced patients, trying to
discern, as much as possible, the toxic effect of the infection itself, ART and individual

risk factors.

This Doctoral Thesis consists of two studies:

1. HIV Infection Is Associated With Worse Bone Material Properties,

Independently of Bone Mineral Density

The first study was performed with a group of HIV-infected patients who had
never received antiretroviral treatment and with a control group of healthy volunteers.
They had comparable baseline characteristics. The aim was to evaluate the toxic effect
of HIV on bone tissue independent of the ART. The HIV patient group had BMSi values
measured by microindentation significantly lower than the control group, whereas
BMD values were similar in both groups. In addition, the laboratory inflammatory
markers were significantly higher in the HIV patient group. It was concluded that HIV
was associated with a toxic effect on bone that is independent of the bone mineral
amount. The patients infected by HIV present with a chronic inflammatory condition
that could be responsible for this ART-independent bone health deterioration

attributed to HIV itself.



2. Bone Density, Microarchitecture, and Tissue Quality After Long-Term

Treatment With Tenofovir/Emtricitabine or Abacavir/Lamivudine

This second study compared two groups of HIV patients over 50 years old and
under antiretroviral therapy for more than 5 years with TDF-FTC or ABC-3TC. Different
components of bone strength were evaluated: bone quantity through BMD, bone
microarchitecture at the lumbar level using the trabecular bone score, and mechanical
resistance through microindentation. In the univariate analysis patients treated with
TDF-FTC had worse BMD values in the lumbar spine region, but not in the other
locations. No differences were found in the BMSi and TBS values between groups. The
TDF-FTC treated group also presented with higher bone turnover markers compared to
the ABC-3TC treated group, which could explain in part the greater bone deterioration
caused by this drug. When the multivariate analysis was performed adjusted by age,
sex, BMI and [25 (OH) D], patients treated with TDF-FTC had significantly lower BMSi
values. It was concluded that in general HIV patients treated with TDF-FTC have poorer
bone health than those treated with ABC-3TC, although it is difficult to discern
between the effects of the infection itself, the antiretroviral treatment and the
individual risk factors. Measurement of BMD only provides information about one of
the components of bone resistance, and in this sense both TBS and microindentation
provide complementary information that could help to identify the patients having

greater bone involvement more accurately.
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ABREVIATURAS

ABC-3TC: abacavir-lamivudina

ADCC: antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity
AINES: antiinflamatorios no esteroideos

APC: células presentadoras de antigenos

ARN: 4cido ribonucleico

ATV/r: atazanavir/ritonavir

BMSi: bone Material Strength Index

CDC: centros para el control y prevencion de enfermedades
CMH: complejo mayor de histocompatibilidad

COBI: cobicistat

CTLAA4: Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4

CTX: C — telopéptido

DM 1: diabetes mellitus tipo 1

DM 2: diabetes mellitus tipo 2

DE: desviacidn estandar

DMO: densidad mineral 6sea

DRV/r: darunavir/ritonavir

DXA: densitometria o absorciometria de rayos X de doble energia
EFV: efavirenz

eGFR: tasa estimada de filtrado glomerular

EIA: enzima inmunoensayo
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ELISA: enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica
EVG: elvitegravir

FAO: fosfatasa alcalina 6sea

FGF-21: factor de crecimiento de fibroblastos 21
FPV: fosamprenavir

GALT: Gut-associated lymphoid tissue

IDO: indoleamina 2,3-dioxigenasa

IDV: indinavir

IFA: inmunofluorescencia indirecta

iFMO: indice de Fuerza Mineral Osea

IL-1: interleuquina 1

IL-6: interleuquina 6

IMC: indice de masa corporal

INI: inhibidores de la integrasa

IP: inhibidores de la proteasa

ISI: interfaz inmunoesquelética

ITIAN: inhibidores de la transcriptasa inversa andlogos de nucleésidos
ITINAN: inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucledsidos
LPV/r: lopinavir/ritonavir

MRP4: multidrug resistant protein 4

NAT: nucleid acid testing
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NFV: nelfinavir

NK: natural killer

[25(OH)D]: 25-hidroxi-vitamina D

[1,25(0OH),D]: 1,25-dihidroxi-vitamina D

OMS: Organizacidon Mundial de la Salud

OPG: osteoprotegerina

OR: odds ratio

PTH: parathormona

PTHi: parathormona intacta

P1NP: propéptido amino-terminal del procolageno tipo 1
PCRas: proteina C reactiva de alta sensibilidad

RANK: receptor activator of NF-kB

RANKL: Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand
RIQ: rango intercuartil

RMN: resonancia magnética nuclear

ROC: Receiver Operating Characteristic

RTV: ritonavir

SERM: modulador selectivo del receptor de estrégeno
SIDA: sindrome de inmunodeficiencia adquirida

SQV: saquinavir

TAC: tomografia axial computarizada

TAF: tenofovir alafenamida
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TAR: tratamiento antirretroviral

TBS: trabecular bone score

TDF-FTC: tenofovir disoproxil-emtricitabina

TBS: trabecular bone score

TNF: factor de necrosis tumoral

TPH 1-34: teriparatida

VHB: virus de la hepatitis B

VHC: virus de la hepatitis C

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana

VIS: virus de la inmunodeficiencia del simio

VSG: velocidad de sedimentacién globular

WB: Western blot
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1. LA INFECCION POR EL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA

1.1 Generalidades

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es un retrovirus que forma parte
del género lentivirus, el cual constituye un grupo dentro de la familia Retroviridae (1).
Los retrovirus a su vez forman una familia compleja de virus de ARN en la cual se
distinguen siete géneros. La principal caracteristica de estos virus es la capacidad de
infectar de manera crénica a una gran variedad de especies de mamiferos, entre los
cuales se encuentran primates, ungulados y félidos (1). El VIH se caracteriza también
por presentar una elevada diversidad genética y una alta frecuencia de recombinacion.
Estudios filogenéticos han dividido el virus en dos grandes tipos, el VIH-1 que a su vez
se divide en cuatro grupos (M,N,O y P) y el VIH-2 que se divide en ocho (A,B,C,D,E,F,Gy
H). El origen filogenético de este virus se ha establecido a partir de lentivirus de

primates denominados virus de la inmunodeficiencia del simio (VIS) africanos (1,2).

&4
e VIH-1 grupo M
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HIV"ZI SN“
Grafico 1. Arbol filogenético del VIH-1 y VIH-2. Obtenido y modificado de (2).
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El virién del VIH tiene forma aproximadamente esférica y mide entre 80 y 120
nm de didmetro. Este se compone de dos copias de ARN de cadena positiva Unica con
un tamaiio de 9749 bases que codifican los genes del virus. Las cadenas de ARN estan
rodeadas por una cdpside compuesta por unas 1200-2500 copias de la proteina viral
p24. La cadena unica de ARN se encuentra fuertemente unida a las proteinas de la
nucleocapside p6 y p7, y a las enzimas implicadas en el desarrollo del viridon, es decir, la
transcriptasa inversa (Tl), proteasa, nucleasa e integrasa (3,4). Estas enzimas son las
principales dianas de accidn de los farmacos antirretrovirales utilizados en la practica
clinica habitual. Ademas, la funcion de esta Tl es la de replicar el ARN gendmico vy, a
diferencia de otras Tls, no tiene dominio exonucleasa, por lo que carece de la funcién
de correccion de errores. La consecuencia de este hecho es que la Tl del VIH presenta
una alta frecuencia de incorporacién de mutaciones. La capside esta rodeada por una
matriz compuesta por la asociacién de la proteina viral p17 que es la encargada de
asegurar la integridad de la particula viral, y envuelta por una bicapa lipidica que se
forma a partir de células del huésped (4). Las proteinas de la envuelta viral se
organizan en espiculas que son estructuras formadas por tres glicoproteinas de
superficie (gp120) y tres glicoproteinas transmembrana (gp4l) que sujetan la

estructura al virus.

Proteinas del CMH ~

gp120

Bicapa lipidica

Proteasa

Nucleocapside

Capside

Integrasa

Transcriptasa inversa

Gréfico 2. Estructura microscépica del VIH. Imagen obtenida y modificada de (5).
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Como se ha mencionado anteriormente, el virus es capaz de infectar a la
especie humana, con la capacidad de invadir las células del sistema inmune del
huésped, principalmente los linfocitos T CD4+, y en menor medida los monocitos,
macroéfagos, las células dendriticas, las células de Langerhans y las células de la
microglia del cerebro, siendo los ganglios linfaticos el lugar principal de replicacién
viral (6). La infeccion ocurre tras la transferencia entre personas de fluidos que
contengan el virus como son la sangre, el semen, el flujo vaginal o la leche materna.
Por tanto, las principales vias de transmisidon son la sexual, parenteral y perinatal,
siendo la primera de ellas la mds frecuente y mds conocida desde el punto de vista
fisiopatoldgico (6,7). Inicialmente, las células dianas son las células dendriticas y de
Langerhans de la submucosa, asi como los linfocitos que forman los foliculos linfoides
de la ldmina propia de las mucosas vaginal y rectal. Las células epiteliales no se
infectan ya que no expresan receptores CD4 ni CD209 (6). Tras la infeccidn aguda, el
virus se replica dentro del huésped y deteriora progresivamente su sistema
inmunolégico, hasta finalmente producir el denominado sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), caracterizado por el desarrollo de infecciones

oportunistas.

La epidemia del SIDA comenzé en 1981, cuando los Centros para el control y
prevencion de enfermedades de Estados Unidos (CDC) describieron cinco casos de
neumonia por Pneumocystis jirovecii, en los cuales se revelé6 un cuadro de
inmunodeficiencia caracterizado por la disminucidn de linfocitos T CD4+ (8). Pero no
fue hasta 1983 cuando Barre-Sinoussi, Chermann y Montagnier, del Instituto Pasteur
de Paris, aislaron en Francia el virus por primera vez, el cual posteriormente fue
denominado VIH-1. Dos afios después un segundo tipo de virus fue aislado en
pacientes procedentes de Africa Occidental, el cual se denominé VIH-2. Segln datos de
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en 2015 36,7 millones de personas estaban
infectadas por el virus, y 1,1 millones murieron por enfermedades relacionadas con el

SIDA (9).
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1.2 Historia natural

La historia natural de la infecciéon por el VIH se puede dividir en un total de 3

etapas, cada una con ciertas caracteristicas temporales, clinicas y viroldgicas.

1.2.1 Fase aguda

La primoinfeccidon o infeccién aguda por el VIH puede ser asintomadtica, pero
hasta en un 70% de los casos se manifiesta clinicamente entre 1 y 4 semanas después
de la infeccion, simulando a un cuadro mononucledsico (mononucleosis-like) o un
cuadro gripal (10). Los sintomas mds habitualmente presentes son fiebre, cefalea,
mialgias, adenopatias y rash cutaneo. Analiticamente puede observarse leucopenia,
trombopenia e hipertransaminasemia. La frecuencia de las manifestaciones varia de
unas series a otras, y suele autolimitarse en 1-3 semanas. A este cuadro se le ha
denominado sindrome retroviral agudo (11). En este momento se produce una
inmunodepresién transitoria que puede llegar a ir acompaifada de la apariciéon de
infecciones oportunistas.

Durante los primeros 1 a 3 dias, la infeccion predomina en células en reposo,
existe escasa replicacidon y el virus no es capaz de sostener una diseminacion eficaz
(12). Entre los dias 4 y 5, la replicacion local del virus aumenta, posiblemente debido al
reclutamiento de linfocitos T CD4+ memoria/efectores activados. Se inicia entonces la
diseminacion hacia todos los érganos linfaticos, cuyo pico ocurre entre los dias 6 y 10,
y que se corresponde con el pico de viremia que puede alcanzar varios millones de
copias/ml en plasma (10). Esta amplia diseminacién del virus se acompafa de elevada
replicacion a diferentes niveles, pero principalmente en el tejido linfatico y el sistema
nervioso central. Inicialmente se produce una diseminacion masiva del virus en los
linfocitos del sistema GALT, lo que provoca una deplecion de mas del 60% de los
linfocitos CD4+ del epitelio intestinal (6). En sangre periférica, mas del 1% de los
linfocitos T CD4+ se infectan durante la fase aguda, produciéndose una caida inicial de
su numero total. Tras un periodo entre 4 y 12 semanas, se produce una respuesta
inmunitaria especifica tanto de linfocitos CD8 con actividad citotdéxica como de

anticuerpos especificos frente al VIH. Esta respuesta provoca una disminucién de la
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carga viral hasta conseguirse un equilibrio estable de esta a los 6-12 meses, conocido
como “steady-state” o fase estacionaria (7). Esta viremia se ha observado que es
superior cuando ha existido previamente sindrome retroviral agudo, y ademads serd un

predictor de la evolucidn posterior de la enfermedad (11).

1.2.2 Fase crdnica

Durante esta fase el VIH mantiene una replicaciéon constante en el huésped,
deteriorando progresivamente el sistema inmune (6). Una vez alcanzado el “steady-
state” la replicacién viral disminuye de manera significativa pero no desaparece, sino
gue se mantiene de forma permanente, con un consecuente descenso progresivo de la
cifra de linfocitos CD4+ (10). Los valores normales de linfocitos CD4+ en personas no
infectadas oscilan dentro de un amplio rango, entre 500-1600/ul aproximadamente.
En el paciente infectado por el VIH se estima que el tiempo medio desde la
seroconversion hasta alcanzar una cifra de linfocitos CD4+ inferior a 500/ul es de 4,1
afios, y por debajo de 200/pl, de 8 afios (13).

La tasa de replicacidon constante del virus se produce incluso en presencia de
tratamiento antirretroviral (TAR), y tiene como consecuencia directa una
hiperactivaciéon crdénica del sistema inmune. Esta activaciéon se mantiene en el tiempo
gracias a diversos mecanismos inmunoldgicos, como son la activacién policlonal de
células B, el aumento del “turnover” de linfocitos T, monocitos y células NK, y el
aumento de la produccién y secrecion de citoquinas proinflamatorias (14). El tejido
linfoide constituye el gran reservorio del virus, y esto se traduce en la deplecién de
mucosas y de los compartimentos linfocitarios centrales, como ganglios, amigdalas,
bazo, adenoides y placas de Peyer. Sin embargo, solo en una baja proporciéon de
linfocitos infectados (<1%) el VIH se replica activamente, el resto contienen genoma
proviral latente. Esta replicacion activa es la responsable de la disminucion continua en
el recuento de linfocitos CD4+ (7). A partir de aqui, la mediana de tiempo de
progresion a SIDA es de 9,8 afios (10). Sin embargo, existe un grupo de progresores
rapidos (5-10%) y otro de progresores lentos (5-15%). En la velocidad de esta
progresién influyen factores relacionados con el virus y con el huésped, ademas de

otros factores externos (15). Durante esta fase los pacientes suelen encontrarse
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asintomaticos desde el punto de vista clinico, hasta que finalmente acaban
progresando y desarrollando el conocido como sindrome de inmunodeficiencia

adquirida.

1.2.3 Fase final

La fase avanzada de la infeccién o SIDA se caracteriza por un aumento en la
tasa de replicacion viral y una disminucion del recuento de linfocitos CD4+ hasta
niveles inferiores a 200/ul. Este aumento de la replicacién viral permite una mayor
aparicién de cepas virales mutantes, lo que a su vez aumenta las posibilidades de
evasion viral a los mecanismos de control inmunolédgico del huésped, ademas de
favorecer la aparicion de cepas virales mas citopaticas (16). Esto produce como
consecuencia un descenso de la actividad de los linfocitos T citotdxicos anti-VIH y la
destruccién de la arquitectura linfatica, asi como una disminucién de la respuesta
humoral y un deterioro en la actividad ADCC y NK (17). Desde el punto de visto clinico,
en esta fase es cuando se van a producir infecciones oportunistas definitorias de SIDA,
precedidas o no de sintomas constitucionales. Algunas de estas infecciones pueden
incluso aparecer con un recuento de células CD4+ superior al limite establecido de
200/ul. Asi, la probabilidad de sobrevivir a los 36 meses desde el diagndstico de SIDA y

sin tratamiento antirretroviral especifico es del 15-30%, aproximadamente (16).

Las enfermedades definitorias de SIDA son las siguientes:

Neoplasias

e Cdncer de cérvix

e Linfoma no-Hodgkin

e Sarcoma de kaposi

e Linforma cerebral primario
Infecciones bacterianas

e Mycobacterium tuberculosis pulmonar o extrapulmonar
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e Micobacterias no tuberculosis diseminada o extrapulmonar
e Neumonia recurrente (2 0 mas episodios en 12 meses)
e Sepsis recurrente por Salmonella
Infecciones virales
e Retinitis o enfermedad por citomegalovirus (no hepatica, esplénica ni linfatica)
e Ulcera crénica (mds de un mes) por herpes virus
e Bronquitis, neumonitis o esofagitis por herpes virus
e Leucoencefalopatia multifocal progresiva
Infecciones parasitarias
e Toxoplasmosis cerebral
e Diarrea por Criptosporidium (mas de un mes)
e [sosporidiasis intestinal (mas de un mes)
e Leishmaniasis atipica diseminada
e Reactivacién de tripanosomiasis americana (Miocarditis o meningoencefalitis)
Infecciones micéticas
e Neumonia por Pneumocystis jirovecii
e Candidiasis esofagica, traqueal, bronquial o pulmonar
e Criptococosis extrapulmonar
e Histoplasmosis diseminada o extrapulmonar
e Coccidioidomicosis diseminada o extrapulmonar

e Penicilliosis diseminada

Otras
e Encefalopatia asociada al VIH

e Wasting syndrome
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Existen también una serie de enfermedades que, pese a no ser definitorias, se

encuentran fuertemente asociadas a la infeccion por el VIH, y son las siguientes:

Infecciones de transmisién sexual
Linfoma maligno

Céncer o displasia anal

Displasia cervical

Herpes zoster

Hepatitis B o C (aguda o crdnica)
Sindrome mononucleosis-like
Leucopenia/trombopenia > 4 meses
Dermatitis seborreica o exantema
Enfermedad neumocdcica invasiva
Fiebre inexplicable

Candidemia o candidiasis oral
Leishmaniasis visceral

Céancer pulmonar primario

Leucoplasia oral vellosa

Psoriasis grave o atipica

Sindrome de Guillain-Barré
Mononeuritis

Demencia subcortical

Enfermedad esclerosis multiple-like
Neuropatia periférica

Pérdida de peso no explicada
Linfadneopatia no explicada
Meningitis linfocitica

Diarrea crénica no explicada
Insuficiencia renal crénica no explicada
Hepatitis A

Neumonia adquirida en la comunidad

Sin embargo, gracias al aumento progresivo del acceso al TAR posterior al inicio
de la epidemia, la historia natural de la enfermedad y la situacién clinica de los
pacientes infectados por el VIH han cambiado radicalmente a nivel mundial, y la
esperanza de vida de estos ha aumentado de manera muy significativa. Este aumento
de supervivencia de los pacientes infectados por el VIH ha puesto de manifiesto la
aparicidon de complicaciones no esperadas que se incluyen dentro de los denominados
“eventos no-sida”, como son las enfermedades cardiovasculares, nefropatias,
neoplasias u osteoporosis (18). Esta ultima, con el consiguiente incremento en el
riesgo de fractura ocupa un lugar destacado. La fisiopatologia de la enfermedad dsea
en el paciente con infeccién por el VIH es muy compleja, ya que en ella intervienen

tanto factores de riesgo comunes a la poblacién general como factores propios de la
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infeccion VIH, entre los que se incluyen los efectos del VIH y el efecto osteotdxico de

algunos antirretrovirales (19).

1.3 Diagnadstico

Una de los principales motivos por los que pese a la mejora del acceso al TAR
de hoy en dia aun no se consigue controlar la epidemia de VIH/SIDA es porque un
importante porcentaje de personas infectadas lo desconocen y no se consiguen
diagnosticar, o se diagnostican de manera tardia cuando hay un estado avanzado de
inmunosupresién (20). Este hecho ayuda a que la transmision de la infeccion se siga
perpetuando entre personas. Ademads, hay que tener en cuenta que los métodos
cldsicos de diagndstico de la infeccion como Enzima Inmunoensayo (ELISA) en
poblaciones con baja prevalencia de infeccién por VIH-1 se asocia a un alta tasa de
falsos positivos (21). Actualmente nos encontramos en una época de transicion desde
los algoritmos clasicos de diagndéstico basados en la realizacion de dos ELISAs como
test de screening y posteriormente un Western blot (WB) o de inmunofluorescencia
indirecta (IFA) como prueba confirmatoria, a los nuevos algoritmos basados en
inmunoensayos de 42 generacién, que no requieren de la confirmacidn posterior (20).
Estas técnicas permiten realizar el diagndstico de la infeccidn por VIH a partir del dia
10 desde el momento de la infeccién, y tienen una sensibilidad y especificidad
cercanas al 100%.

La evolucién de los marcadores viroldgicos y seroldgicos tras la infeccion por el

VIH permite dividir la infeccidn en los siguientes periodos:

a) Periodo de eclipse: es el periodo correspondiente a los primeros 10 dias
desde la infeccidn. En este tiempo no es posible detectar ninglin marcador
ni viral ni serolégico para detectarla.

b) Ventana de seroconversion: es el intervalo de tiempo entre el momento de

la infeccidn y la primera deteccion de anticuerpos frente al virus. En el caso
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de los inmunoensayos de 32 y 42 generacién, detectan anticuerpos de IgM
en un tiempo menor a 30-40 dias aproximadamente.

c) Infeccion aguda por el VIH: es el periodo de tiempo comprendido entre la
deteccion de ARN viral (que se puede llegar a detectar a partir del dia 10
postinfeccidn) y la deteccién de los primeros anticuerpos.

d) Infeccion VIH establecida: se inicia con la aparicion de anticuerpos IgG

frente al VIH.

Marcador definitorio Duracion media (rango) en dias
Estadio Fase individual Duracién

acumulada

Eclipse - 10 (7-21) 10 (7-21)
I ARN (+), EIA (-) 7 (5-10) 17 (13-28)
Il P24 (+) 5 (4-8) 22 (18-34)
11 EIA (+), WB (-) 3(2-5) 25 (22-37)
v EIA (+), WB indeterminado 6 (4-8) 31(27-43)
Vv EIA (+), WB (+), p31 (-) 70 (40-122) 101 (71-154)
\ EIA (+), WB (+), p31 (+) Indefinida -

Tabla 1. Evolucion de los marcadores viroldgicos y serolégicos en la infeccién VIH

En el afio 2014, en las guias clinicas de los CDC se modifico el algoritmo clasico
del diagndstico de la infeccién por el VIH (22). En una primera aproximacién, y para
realizar el diagndstico de la infeccién aguda se debe realizar un primer test con un
inmunoensayo combinado con antigeno p24 y anticuerpos para VIH-1 y VIH-2. Si este
test resulta no reactivo, se considera que la persona no estd infectada dada la alta
sensibilidad que presentan. Si se sospechara un contacto de alto riesgo en los 7 dias
previos a la prueba, o si la prueba de diferenciacion entre VIH-1 y VIH-2 no fuera

concluyente, se debe utilizar una técnica NAT (nucleid acid testing).
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Inmunoensayo combinado
Ag/Ac VIH-1/2
|

(+) (-) para Acy Ag p24 deVIH-1y
VIH-2

Inmunoensayo de diferenciacion
de Ac de VIH-1y VIH-2

|
| | I |

VIH-1 (+) VIH-1 (-) VIH-1 (+) VIH-1 (-) o indeterminado
VIH-2 (-) VIH-2 (+) VIH-2 (+) VIH-2 (-)
Reactivo Reactivo Reactivo Ténica
para VIH-1 para VIH-2 para VIH NAT
VIH-1 NAT (+)

Infeccidn aguda

VIH NAT (-)
Negativo para VIH

Gréfico 3. Algoritmo diagnéstico de la infeccidn por el VIH actualizada por los CDC en 2014 (22)

1.4 Tratamiento antirretroviral

Dado que actualmente existen numerosos farmacos antirretrovirales de alta
eficacia para el tratamiento de la infeccion por el VIH, este tratamiento ha logrado
grandes aportes en la disminucion de la morbimortalidad asociada a la infeccion y de la
transmisiéon de ella entre individuos. Desde la aprobacion del primer farmaco
antirretroviral, la zidovudina (AZT) en 1987, se han ido desarrollando numerosos
nuevos medicamentos de diferentes familias diferentes, lo cual ha hecho que en la
actualidad el TAR un tratamiento complejo de manejar, debido a cuestiones
relacionadas con su eficacia, toxicidad, resistencias, tropismo, interacciones
farmacoldgicas y su uso en situaciones clinicas especiales (23). Los principales motivos
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por los que se debe iniciar el TAR son la reduccion de la morbilidad y mortalidad
asociada a la infecciéon a través de la recuperacién del sistema inmunoldgico, evitar el
efecto negativo que la propia infeccidn pueda tener sobre las comorbilidades del

paciente, y evitar la transmision de la infeccién (24).

Segun las ultimas guias clinicas publicadas por el grupo espafiol GeSIDA, el TAR
se debe comenzar en todos los pacientes infectados por el VIH-1, independientemente
de su estado clinico y de su recuento total de linfocitos CD4, considerandose como
Unica excepcion a los pacientes que mantienen carga viral indetectable en ausencia de
TAR, a los cuales se les denomina controladores de élite (23). Hay dos grandes ensayos
clinicos que apoyan en la actualidad esta decision de inicio del tratamiento (25,26). En
cuanto a qué farmacos elegir para constituir la pauta completa de TAR, se recomienda
utilizar una combinacion total de tres farmacos, entre los cuales dos deben ser
inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucledsidos (ITIAN) asociados a un
inhibidor de la integrasa (INI), un inhibidor de la transcriptasa inversa no analogo de
nucledsidos (ITINN) o un inhibidor de la proteasa (IP) potenciado (23). Estas
combinaciones han demostrado la capacidad de disminuir la carga viral a un nivel
indetectable en sangre periférica en mas del 80% de los casos a las 48 semanas tras el
inicio del tratamiento. Ademas, las combinaciones de ITIAN recomendadas con
TDF/FTC, TAF/FTC o ABC/3TC. El farmaco mas utilizado dentro de la familia de los
ITINN es efavirenz (EFV), con el que mas estudios se han realizado y habitualmente el
elegido dentro de la familia para estudios comparativos. En general, los INI han
mostrado mayor eficacia que EFV, pero el Unico IP potenciado que ha mostrado una
potencia equiparable a este farmaco es ATV/r (27). Por otra parte, DRV/r se ha

mostrado superior a ATV/r (28), pero inferior a DTG (29).

Existen algunas situaciones especiales a tener en cuenta. La primera de ellas a
tener en cuenta es la infeccion aguda por VIH, también denominada sindrome
retroviral agudo, que raramente se diagnostica en los pacientes recién infectados (30).
El inicio del TAR en estos casos tiene numerosas ventajas, como es el acortamiento de
la duracidn y gravedad de los sintomas, la rdpida supresién de la replicacién viral, la
reduccion de la diversidad y el reservorio viral, la normalizacién de la cifra de linfocitos

CD4 vy el cociente CD4/CDS8, la reduccidn de la activacién inmunoldgica, la preservacion
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o restauracion de la inmunidad especifica frente al VIH-1 y la reduccion del riesgo de
transmisién del VIH (31). Sin embargo, no consigue eliminar el virus ni evitar la
necesidad de dar tratamiento de por vida, ademas de tener la desventaja de no poder
identificar a los posibles controladores de élite (32). En general, se recomienda iniciar

tratamiento en todos los casos de infeccidn aguda por el VIH (23).

Los farmacos antirretrovirales disponibles en la actualidad son los siguientes:

Inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucledsidos (ITIAN)
e Tenofovir disoproxil (TDF)
e Tenofovir alafenamida (TAF)
e Abacavir (ABC)
e Emtricitabina (FTC)
e Lamivudina (3TC)

e Zidovudina (AZT)

Inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de nucledsidos (ITINN)
e Efavirenz (EFV)
e Nevirapina (NVP)
e Rilpivirina (RPV)

e FEtravirina (ETR)

Inhibidores de la proteasa (IP)
e Atazanavir (ARV)
e Darunavir (DRV)
e Fosamprenavir (FPV)
e Lopinavir (LPV)
e Tipranavir (TPV)

e Ritonavir (RTV)
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Inhibidores del CCR5
e Maraviroc (MVC)

Inhibidores de la integrasa (INI)
e Dolutegravir (DTG)
e Elvitegravir (EVG)
e Raltegravir (RAL)
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2. ALTERACIONES OSEAS ASOCIADAS A LA INFECCION POR EL VIH

2.1 Fisiopatologia y diagndstico de la osteoporosis

El concepto de osteoporosis se refiere a un trastorno esquelético sistémico
caracterizado por masa dsea baja y deterioro de la microarquitectura del tejido dseo,
lo que se traduce en un aumento de la fragilidad ésea y de la susceptibilidad a sufrir
fracturas (33). El hueso es un tejido dindmico, que para mantener su integridad
estructural y mecdnica necesita de un proceso coordinado de destruccion ésea por
parte de los osteoclastos seguida de una osteogénesis o formacion de nuevo tejido
llevada a cabo por los osteoblastos. Este proceso es el denominado remodelado 6seo.
En la regulacion de este mecanismo intervienen factores genéticos, biomecanicos,

encocrino-metabdlicos, locales de la matriz dsea, neuroldgicos y vasculares (34).

El concepto de osteoporosis fue introducido por el patélogo francés Jean
Georges Chretien Frederic Martin Lobstein en el afio 1829, como una descripcién del
estado patolégico del hueso. Pero no fue hasta el afio 1940 cuando el Dr. Fuller
Allbright noté que muchos de sus pacientes que presentaban debilidad dsea y
fracturas eran mujeres de edad avanzada, a partir de lo cual acabd describiendo la
osteoporosis postmenopdusica, y comenzd a tratar a estas pacientes con terapia
estrogénica sustitutiva (35). Sin embargo, los primeros vestigios de osteoporosis en
Europa fueron encontrados en la mandibula de un hombre Neanderthal de la época

del Pleistoceno, el Homo Heidelbergensis, y se remonta al afio 700.000 A.C. (36).

A nivel mundial, la osteoporosis causa mas de 8,9 millones de fracturas al afio.
Teniendo en cuenta los criterios de la OMS, la prevalencia de osteoporosis en mujeres
blancas de mas de 50 afios de edad es aproximadamente del 30% (37), llegando a subir
hasta el 70% cuando la poblacién considerada es mayor de 80 afios (38). En varones
mayores de 50 afios la prevalencia estimada es mucho menor, en torno al 8% (39).
Segun estudios realizados con datos de poblacidn espaiola, la prevalencia es del 26%
en mujeres mayores de 50 afios (40) y del 8,1% en varones mayores de de la misma

edad, aumentando hasta el 11,3% en mayores de 70 (41,42).
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La osteoporosis puede diferenciarse en primaria (asociada a la menopausia y el
envejecimiento) o secundaria a otras situaciones, como son los trastornos alimentarios
y digestivos, endocrinopatias y enfermedades metabdlicas, nefropatias, enfermedades
genéticas, enfermedades reumatoldgicas, neoplasias y enfermedades hematoldgicas,
enfermedades respiratorias, abuso de tdxicos, inmovilizacién prolongada y el uso de
ciertos farmacos (43). Sea cual sea la causa, la consecuencia clinica final de la
osteoporosis es el aumento en la incidencia de fracturas debido a la fragilidad dsea.
Son consideradas fracturas osteoporoticas aquellas que ocurren en los lugares de baja
densidad mineral 6sea (DMO), o las que ocurren tras una caida desde la propia altura
del individuo (44). Tipicamente estas fracturas se localizan en la extremidad proximal
del fémur, distal del radio (fractura de Colles) o a nivel vertebral, siendo estas uUltimas
las mas frecuentes. El hecho de sufrir una fractura osteopordtica se asocia a un
aumento del riesgo de sufrir nuevas fracturas posteriormente, ademas de a una mayor

mortalidad y una disminucion de la calidad de vida (45).

Como se ha mencionado anteriormente, la osteoporosis se desarrolla cuando la
actividad osteoclastica o de resorcion del tejido dseo excede en su funcién a la
osteoblastica o de formacién, provocando una pérdida de DMO y un deterioro de la
estructura y resistencia 6seas. En todo este proceso el sistema inmunoldgico tiene un
papel fundamental. Si bien bajo condiciones fisioldgicas, el sistema inmune es el
encargado de mantener un correcto equilibrio y proteger el esqueleto éseo, en el
estado inflamatorio el propio sistema inmune promueve la destruccion dsea a través
del estimulo de osteoclastos (46). Esta interrelacién paraddjica entre el sistema
inmune y el esquelético resultan en la denominada interfaz inmunoesquelética (ISI), en
la cual las células del sistema inmunolégico y sus respectivos mediadores regulan la
respuesta inmune a la infeccidén, y cumplen una doble funcién al ser también los

reguladores del sistema esquelético.

Mientras que los osteoblastos derivan de células mesenquimales, son los
monocitos y macrdfagos (células de origen hematopoyético) los que dan lugar a los
precursores de los osteclastos (47). Sin embargo, este ultimo mecanismo de
produccién de osteoclastos no fue descubierto hasta 1997, ano en el que se descubrié

la existencia de un potente inhibidor de la diferenciacién de osteoclastos, la
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osteoprogeterina (OPG), asi como su ligando, que es un potente inductor de la
diferenciacién de osteoclastos. (48). Posteriormente este ligando pasd a llamarse
RANKL, y actualmente se considera que es la citoquina clave en el proceso de
formacién de pro-osteoclastos a partir de monocitos y macréfagos, y por tanto, de la

actividad de los propios osteoclastos (49).

En condiciones fisioldgicas, los osteoblastos y sus precursores (las células
estromales de la médula dsea) son la mayor fuente de produccion de RANKL y su
receptor OPG. Sin embargo, esta produccion también podria estar mediada por otro
tipo de células, como son los osteocitos, condrocitos y especialmente las células B, a
través del sistema RANK-RANKL-OPG (50). Esta importante funcién de los linfocitos B
tendria ademds una relacién con la inmunidad adquirida a través de los linfocitos T,
pues estos a su vez regulan de manera directa tanto la funcion de las células
presentadoras de antigenos como la actividad humoral de los propios linfocitos B (51).
La conexién entre ambos sistemas inmunes se podria explicar debido a que los
linfocitos T activados y sus ligandos expresan el receptor CD40, lo cual resulta en un
aumento de la produccién de OPG por parte de las células B. Aunque por otro lado, el
déficit de células T activadas resultaria en la produccion del denominado factor
osteoclastogénico por parte de las células B y macréfagos, cuya consecuencia es el

aumento de la resorcion dsea (52).

Existen ademas otras moléculas involucradas en todo este proceso, como por
ejemplo la citoquina CD28, que participa en la activacion de células T. Estas células T
ademads expresan otra proteina en su membrana celular denominada CTLA4 (de su
acronimo en inglés Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4), que a su vez es un inhibidor de
la activacion de CD28. Por otra parte, CTLA4 es capaz de inhibir in vitro la formacién de
osteoclastos inducida por RANKL y por TNF, a través de la activacidn intracelular de
indoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO), por lo que podria jugar un importante papel en la
preservacion de la masa dsea (53). De hecho, este efecto de aumento de masa désea
cortical y trabecular se ha observado en algunos estudios realizados en ratones sanos
(54). Esta sustancia ademas parece bloquear la sefial estimuladora de células T que
proviene de las células presentadoras de antigenos (APC), impidiendo asi su activaciéon

y dejandolas en situacién de anergia. Esta situaciéon de anergia favoreceria la
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produccion de AMPc, y como consecuencia directa el aumento del ligando

anabolizante Wnt10b, estimulando la formacién dsea (55).

Por ultimo, otra sustancia que posee este efecto anabolizante sobre la masa
Osea es la PTH, a través del aumento de la proliferacion de osteoblastos quiescentes y
la disminucién de los niveles de esclerostina en los osteocitos. La administracion
intermitente de esta sustancia ha sido la base para desarrollar nuevas terapias en el
tratamiento de la osteoporosis, como es el caso de teriparatide, primer anabdlico 6seo
aprobado por la FDA para el tratamiento de esta enfermedad (56). Otros farmacos se
encuentran en desarrollo, como el anticuerpo frente a la esclerostina denominado

romosozumab (57).
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Es importante saber identificar cudles son los pacientes en riesgo de padecer
osteoporosis, debido a que esta es asintomatica hasta el momento en el que se
produce la primera fractura. El criterio clinico de osteoporosis es la presencia de una
fractura dsea por fragilidad, es decir, que cumpla las condiciones de ser
desproporcionada a la intensidad del traumatismo en paciente en el que se haya
descartado una enfermedad de base predisponente (58). Hasta el momento se han
propuesto varias formas de diagnosticar esta enfermedad, las cuales se describen a

continuacion.

a) Densitometria 6sea

Actualmente la Unica prueba reconocida para el diagndstico de osteoporosis
segln los criterios establecidos por la OMS es la mediciéon de la DMO mediante la
densitometria o absorciometria de rayos X de doble energia (DXA). El resultado de
dicha prueba se expresa en la desviacién estandar (DE) de la disminucion de la DMO en
comparacion con la media de la poblacién joven del mismo sexo (expresado como T-
score), estableciéndose el diagnéstico a partir de una DMO inferior a 2,5 DE (59). Sin
embargo, esta técnica tiene varios inconvenientes y limitaciones. En primer lugar,
estos criterios fueron establecidos solo en mujeres blancas postmenopausicas y
considerando la medicién de la DMO a través de la DXA en la columna lumbar y el
fémur, por lo que no estd validada si se realiza mediante otras técnicas o en otras
localizaciones (58). Pero la resistencia del tejido éseo no depende solo de la cantidad
mineral que este tenga, sino también de aspectos relacionados con su
microarquitectura y la calidad del propio tejido (60). Asi, con la medicién exclusiva de
la DMO solo se obtiene una parte de informacion sobre el riesgo real de fractura que
presenta un individuo (61-63). Debido a este motivo, se han intentado utilizar otras

técnicas para mejorar la precision en el diagndstico de esta enfermedad.
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Comité de expertos de la OMS (1994) T-score

Normal DMO superior a-1 DE

Osteopenia DMO entre -1y -2,5 DE

Osteoporosis DMO inferior a -2 DE

Osteoporosis grave o establecida DMO inferior a -2 DE + fractura por fragilidad

Tabla 2. Criterios de la OMS para el diagndstico de osteoporosis por DMO

b) Diagnéstico radiolégico

La radiologia convencional es en general un método poco sensible para
diagnosticar la osteopenia o la osteoporosis. Sin embargo, podria tener utilidad en
ciertas situaciones clinicas, como en casos de dolor agudo postraumatico o cuando
hubiera signos clinicos indirectos de fractura como cifosis, acortamiento del térax,
dorsalgia difusa crdnica, etc. Las mejores proyecciones radioldgicas son la dorsal lateral
centrada en D8 y la lumbar lateral centrada en L2. La disminucidon mayor del 20% en
cualquiera de las tres alturas del disco vertebral (anterior, medio o posterior),

comparada con las vertebras adyacentes, es criterio diagnostico de fractura (64).

c) Escala FRAX

Se han desarrollado diferentes escalas de riesgo individual de fractura, entre las
cuales la mas utilizada es la escala FRAX, basada en métodos individuales que
combinan factores clinicos de riesgo, y trata de calcular la probabilidad de fractura a
los 10 afios (65). Esta escala sin embargo tiene algunas limitaciones, ya que infraestima
el riesgo de fractura en la poblaciéon espafiola (66). Ademds, esta escala no estd
validada en poblacidn infectada por el VIH, y algunos estudios destacan su ausencia de

validez en este grupo por infraestimar el riesgo de fractura a 10 afios (67,68).
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d) Diagndstico de laboratorio

En general, en el paciente con osteoporosis primaria las pruebas analiticas de
laboratorio se encontraran dentro de la normalidad. Sin embargo, pueden tener su
utilidad cuando lo que se quiere es plantear el diagndstico diferencial en el caso de
sospecha de osteoporosis secundaria a alguna patologia subyacente (69). En estos
casos se podria realizar un estudio de hemograma, parametros de metabolismo
fosfocalcico, bioquimica bdsica, estudio hormonal, o estudio de electroforesis.
Ademsds, en los ultimos afios se han ido desarrollando los llamados marcadores de
remodelado dseo, mas sensibles y especificos, utilizados sobre todo en el campo de la
investigacion (70). Los mas conocidos y utilizados en la actualidad son los que se

describen a continuacion:

Resorcion (actividad osteocldstica) Formacion (actividad osteoblastica)
Suero Suero
e Fosfatasa acida tetrato-resistente e Fosfatasa alcalina total
e Telopéptido carboxiterminal del e Fosfatasa alcalina 6sea
coldgeno tipo 1 (CTX sérico) e Osteocalcina

e Péptido aminoterminal del

procolageno tipo 1 (P1NP)

Orina
e Hidroxiprolina
e Piridinolina y deoxipiridinolina
e Telopéptido aminoterminal del
colageno tipo 1 (NTX)
e Telopéptido carboxiterminal del

coldgeno tipo 1 (CTX urinario)

Tabla 3. Marcadores de laboratorio de remodelado éseo
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Desde un punto de vista clinico, la resistencia ésea se entiende como la
capacidad del hueso de no sufrir una fractura ante un traumatismo. Segun la actual
definicion aceptada de osteoporosis, esta resistencia dsea seria el resultado de la
integraciéon no solo de la cantidad sino también de la calidad ésea (60). Cuando
hablamos del primero de estos aspectos, la DXA es el método mds ampliamente
utilizado para cuantificarlo, y sigue siendo hoy dia la técnica estdndar para el
diagndstico y el manejo de la osteoporosis. Esta técnica ha demostrado ademas ser en
general un excelente predictor del riesgo de fractura y una buena forma de
monitorizar los resultados del tratamiento (60,71). Sin embargo, y segun la definicién
explicada anteriormente, esto solo nos aportaria una informacién parcial sobre los
determinantes de la competencia ésea. Los otros dos aspectos a tener en cuenta
serian la distribucién espacial del tejido éseo, tanto a nivel macroscépico como
microscopico (microarquitectura), y por otro lado las caracteristicas mecdanicas del
propio tejido dseo. En los ultimos afios se han ido desarrollando nuevas técnicas
diagnodsticas centradas en la medicidn de estos ultimos aspectos relacionados con la
resistencia 6sea, una vez obtenida la informacion cuantitativa de densidad mineral a

través de la DXA (72,73). Son las técnicas descritas a continuacion.

e) Microindentacion dsea

Medir de manera directa estas propiedades requeriria de técnicas cruentas en
las que una determinada fuerza se aplicaria sobre la superficie de un hueso hasta que
este se rompiera, para lo cual seria necesaria la obtencion de una muestra quirdrgica 'y
una infraestructura no disponible en la practica clinica habitual, por tratarse de una
técnica muy cruenta y poco aplicable en el dia a dia. Para solventar este problema de
aplicabilidad en la practica clinica se ha desarrollado la denominada indentacién por
punto de referencia o microindentacidn, descrita por primera vez en una serie de casos
en el afio 2010 (74). Esta novedosa técnica ha abierto la posibilidad de poder medir las
caracteristicas mecdnicas de la cortical ésea en pacientes vivos, y desde que fue
descrita se han ido desarrollando numerosos estudios clinicos en diferentes

poblaciones para conseguir su validacién.
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El principio en el que se basa esta técnica es en la capacidad de penetracién de
una sonda en superficie de la cortical ésea (realizado en la superficie plana de la tibia).
En este sentido, cuanto mas penetra dicha sonda menor es la resistencia del hueso a la
fractura (75). Los parametros que se miden en la microindentacion se expresan como
unidades de Bone Material Strength Index (BMSi) o Indice de Fuerza Mineral Osea
(iFMO), y representan la ratio entre la penetracion de la sonda en la cortical ésea y su
penetracién en una placa de metilmetacrilato de referencia (76). El protocolo de esta

técnica ha sido recientemente descrito (77).

Gréfico 6. Técnica de microindentacion sobre superficie tibial

Los dos primeros estudios realizados con esta técnica se llevaron a cabo con un
dispositivo de identacion ciclica. El primero de ellos se realizé en 27 mujeres con
fracturas osteopordticas y 8 controles con edades similares y comparables (74). Los
resultados mostraron de manera significativa una mayor distancia de indentacion en el
grupo de pacientes con fracturas respecto a los controles, con un area bajo la curva
ROC de aproximadamente el 90%, mostrando que la técnica era capaz de identificar

casos con o sin fractura, independientemente de la DMO.
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El segundo estudio fue llevado a cabo en pacientes que presentaban fracturas
femorales atipicas en relacidon a tratamiento a largo plazo con bifosfonatos (63). Se
incluyeron cuatro grupos diferentes de pacientes: 6 pacientes con fractura femoral
atipica expuestos a tratamiento con bifosfonatos, 38 con fracturas osteoporéticas sin
tratamiento previo, 6 con tratamiento a largo plazo con bifosfonatos sin
complicaciones, y 20 controles sin tratamiento ni historia de fracturas. Se encontraron
diferencias significativas entre el grupo control, el grupo con fracturas osteoporéticas
tipicas y el grupo de fracturas atipicas, siendo el deterioro de las propiedades
mecanicas dseas similar entre los dos grupos que presentaban fracturas, tipicas o
atipicas. Ademads, no se encontraron diferencias entre el grupo control y el grupo bajo
tratamiento con bifosfonatos sin complicaciones, lo que sugeria que dicho tratamiento
por si solo no era capaz de deteriorar los valores de la microindentacion.

Posteriormente, se han realizado diversos estudios clinicos con el objetivo de

validad la técnica de microindentacion en poblaciones especiales.

1. Diabetes mellitus tipo 2

Son dos los principales estudios hechos en este tipo de poblaciéon. En el primero
de ellos se compard un grupo de 30 mujeres postmenopdusicas con historia de
diabetes mellitus tipo 2 de mas de 10 afios de evolucién frente a un grupo de 30
mujeres sin antecedentes de dicha enfermedad. Los resultados mostraron niveles
significativamente inferiores de BMSi en el grupo de diabéticas, a pesar de que la DMO
era similar en ambos grupos (78). Ademas, los valores de hemoglobina glicosilada
(HbA1c) a lo largo de los 10 ultimos afios tuvo una correlacién negativa con los valores
de BMSi.

Un segundo trabajo realizado también en mujeres postmenopdusicas encontro
resultados similares al observar un BMSi inferior en pacientes diabéticas, con una
correlacién inversa con el tiempo desde el diagndstico de la enfermedad (79). Estas
pacientes tenian ademas niveles de marcadores bioquimicos de formacién ésea mas

bajos que el grupo control.
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2. Diferencias interraciales

Un nuevo estudio compard un grupo de 42 mujeres noruegas frente a 46
mujeres espafiolas (poblacién con una incidencia de fracturas de cadera inferior hasta
en un 50%). Todas las participantes tenian DMO dentro de los valores considerados
normales, y se descartaron fracturas vertebrales u osteoporosis secundaria. El grupo
de mujeres noruegas presentd BMSi significativamente mds bajo que las mujeres
espafiolas, y sin embargo la DMO medida en la cadera del grupo de mujeres noruegas
era significativamente mayor que en las espafiolas (80). Los autores concluyeron que
posiblemente las mujeres nérdicas presentaban peores propiedades mecanicas dseas

por factores asociados a la altura.

3. Pacientes con osteopenia y fracturas por fragilidad

Es conocido que los pacientes que sufren de osteopenia tienen un riesgo mas
elevado de sufrir fracturas por fragilidad (81). Se llevd a cabo un estudio en 90
pacientes con DMO baja, de los cuales 63 presentaron una o mas fracturas por
fragilidad. Al realizar la microindentacidon a estos pacientes, se observd que los que
habian sufrido alguna fractura presentaban valores de BMSi mds bajos que los que no
la habian sufrido, a pesar de que los valores de DMO eran similares y comparables
(82). Estos resultados se mantenian cuando se tenian en cuenta los grupos de
pacientes que presentaban criterios de osteopenia u osteoporosis segun los valores de

DMO.

4. Pacientes en tratamiento con glucocorticoides

Mellibovsky et al (84) analizaron una serie de pacientes que se incluyeron
dentro de las primeras 4 semanas tras haberse iniciado el tratamiento con
glucocorticoides. Los pacientes fueron aleatorizados a recibir como protector éseo
tratamiento con calcio asociado a suplementos de vitamina D o bien tratamiento con
risedronato, teriparatide o risedronato, y se realizé microindentacién en la visita basal,
a las 7 y a las 20 semanas. No se encontrd asociacién entre la dosis inicial recibida de
corticoides y los cambios en BMSi, pero se observd un deterioro significativo de estos
valores en el grupo que recibié tratamiento con calcio y vitamina D. Para los demas

grupos, no hubo cambios significativos en el que recibié risedronato, y en los que
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recibieron denosumab o teriparatide se pudo observar ya en la semana 7 de
tratamiento una mejoria en los valores de BMSi. Todos estos cambios fueron
independientes de los valores de DMO, para los cuales no se observaron cambios

significativos.

5. Trasplante renal

En una serie de pacientes con historia de trasplante renal previo a los 10 anos
anteriores a su inclusiéon se encontré que presentaban valores de DMO medida en
columna vertebral, cuello femoral y total de la cadera menores que un grupo control
(84). Al realizar la microindentacion en estos pacientes, se obtuvieron valores de BMSi
inferiores comparados con los controles. Sin embargo, después de realizar ajuste por
edad, sexo e IMC estas diferencias desaparecieron, sugiriendo que que las propiedades
mecdnicas dseas probablemente mejoran a largo plazo tras el trasplante de érgano, a

pesar de que la pérdida de DMO se mantiene con el tiempo.

6. Otras situaciones

Se han realizado también otros trabajos con microindentacién en pacientes con
enfermedades menos frecuentes. Malgo et al (85) estudiaron a pacientes afectos de
acromegalia y los compararon con un grupo de controles, encontrando diferencias
significativas en BMSi mientras que esto no se producia al medir la DMO. Por otra
parte, Herrera et al (86) estudiaron las propiedades mecdnicas dseas en pacientes con
enfermedad de Gaucher tipo 1, incluyendo un total de 16 pacientes afectos de esta
enfermedad, y 29 controles comparables por edad y sexo. Se encontraron valores
significativamente inferiores tanto de DMO como de BMSi en el grupo de estudio.
Ademas, el BMSi se correlaciond de manera directa con la quitotriosidasa, marcador

de la actividad de la enfermedad.

Tras los estudios de validacion de la técnica de microindentacién, su interés y
utilidad en la practica clinica han ido en aumento, sobre todo en las situaciones en las
que la fragilidad ésea no esta completamente explicada por los valores de la DMO. Se
trata por tanto de una herramienta diagndstica mas a la hora de establecer una

medida de los tres aspectos principales que determinan la resistencia final del hueso a
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sufrir una fractura, siendo ademas una técnica rapida y facil de realizar en la practica

clinica diaria.

f) TBS (trabecular bone score)

Como se ha hablado anteriormente, uno de los determinantes de la resistencia
6sea es la distribucién espacial del tejido, tanto macroscépica como
microscopicamente hablando. Esta distribucidén espacial puede medirse en la practica
clinica con diferentes técnicas de imagen, desde la radiologia convencional hasta
técnicas mucho mas sensibles como la tomografia axial computarizada (TAC) o la
resonancia magnética nuclear (RMN) (87,88).

Sin embargo, dado que la disponibilidad de estas técnicas es limitada, se ha
desarrollado una nueva forma de medir la microarquitectura. Asi, el TBS (trabecular
bone score) ha surgido como una nueva medida de la distribucidon espacial ésea, que
utiliza variogramas experimentales de imagenes en proyeccién bidimensional, y
cuantifica la variacién en la textura segun escala de grises de imagenes adyacentes. El
TBS no es una medicidn directa de la microarquitectura dsea, sino a través de las
caracteristicas tridimensionales del hueso, como el numero de trabéculas, la
separacion entre ellas y la densidad de conectividad (89). Un valor de TBS elevado se
corresponde con una microarquitectura fuerte, resistente a las fracturas, mientras que
un valor bajo refleja microarquitectura débil y propensa a las fracturas. Asi, se puede
diferenciar entre dos microarquitecturas tridimensionales con la misma densidad
mineral &sea, pero diferentes caracteristicas trabeculares. El TBS se obtiene
generalmente mediante DXA de la columna lumbar, lo que permite una comparacién
directa con la DMO. El TBS lumbar, al igual que la DMO, es una variable dependiente
de la edad. Se observa un pequefio cambio en el TBS entre las edades de 30 y 45 ainos.
Posteriormente, se observa una disminucién progresiva con el avance de la edad, mas
marcada en las mujeres que en los hombres (90). El porcentaje de disminucién con la
edad es similar a la de la DMO, al igual que la reproducibilidad a corto plazo.

Pese a que tanto para calcular la DMO como el TBS se utilizan imagenes
mediante DXA, se miden dos aspectos diferentes de la resistencia ésea a la fractura:

mientras que con la primera se mide lo que podria ser considerada como la "cantidad
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de mineral en el tejido", con el segundo estamos midiendo como el hueso trabecular
esta dispuesto en la columna vertebral. Se han realizado varios estudios clinicos tanto
transversales como prospectivos con esta técnica, que han mostrado que el TBS es un
predictor del riesgo de fractura independiente de la DMO (91,92). Incluso se ha
publicado recientemente un estudio en poblacién VIH, en el cual también resulté ser

mejor predictor de fracturas vertebrales subclinicas que la DMO (93).

TBS REPORT
N TBS Mapping

TBS Values

TBS Values

Grafico 7. Técnica de medicién del TBS
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2.1 Efecto toxico del VIH

La fisiopatologia de la enfermedad désea en el paciente con infeccion por el VIH
es compleja, ya que en ella intervienen tanto factores de riesgo comunes a la
poblacién general como factores propios de la infeccién VIH, entre los que se incluyen

los efectos de VIH y el efecto osteotéxico de algunos farmacos antirretrovirales (19).

Uno de los 6rganos afectados por la infeccién a largo plazo es el tejido 6seo
(94). Se ha descrito ampliamente que se produce una disminucién de la DMO y la masa
Osea en este tipo de pacientes independientemente de la edad y el sexo, pero la razén
ultima que conduce a esta pérdida ésea todavia no se encuentra bien caracterizada
(95). En este proceso parecen estar involucrados varios factores, como son los efectos
secundarios de algunas proteinas virales del VIH, ademds de los efectos de algunas
citoquinas, factores inflamatorios e inmunoldgicos sobre las células y el remodelado
dseos (96). Por otro lado, hay que tener en cuenta otros determinantes de la DMO,
como son IMC, algunos habitos tdxicos o algunas enfermedades asociadas a la
infeccion, que también podrian desempenar un papel clave (19).

Por tanto, conocer todos estos elementos que participan en el proceso de
pérdida 6sea, cdOmo actuan y como se relacionan entre si es de capital importancia
para comprender la fisiopatologia subyacente y predecir qué poblacién se encuentra
en riesgo real de sufrir una fractura dsea (97). El hueso es un érgano vivo, compuesto
por diferentes células con funciones diferentes cada una de ellas. Los osteocitos son
las células soporte y comunicacion, los osteoblastos se encargan de formar el nuevo
tejido 6seo y los osteoclastos de destruir el tejido viejo, todo ello en un proceso
armoénico y controlado denominado en su conjunto remodelado dseo. Otros
componentes son cristales no minerales de coldageno y las proteinas llamadas
osteoides, donde la matriz mineral fosfocdlcica se deposita en forma de hidroxiapatita
calcica se deposita (98). El remodelado dseo es el encargado de mantener la
competencia dsea, y entre sus funciones estd la de reparar los microdafios del tejido
06seo inducidos por el estrés, ademdas de promover la movilizacién de minerales
almacenados en el hueso para satisfacer las necesidades fisiolégicas (44). Cuando la

reabsorcién dsea se es superior a la formacidn, la pérdida dsea, osteopenia y
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osteoporosis son la consecuencia directa. La acciéon de algunas citoquinas y
prostaglandinas pueden llevar a esta situacién, como son la interleuquina 1 (IL-1),
interleuquina 6 (IL-6) y factor de necrosis tumoral (TNF) (99).

La accidn de los linfocitos protege el sistema esquelético. La infeccién por el VIH
produce por una parte una deplecién de linfocitos T CD4, pero también al mismo
tiempo afecta a la funcién de linfocitos B, tanto por pérdida de la estimulacién de estos
como por efecto téxico directo del virus (100). De hecho, la pérdida de masa ésea es
un hallazgo muy comun en pacientes VIH, casi dos tercios de ellos presentan
osteopenia y aproximadamente un 15% osteoporosis (101,102). En este sentido, un
trabajo de revisidn sistematica concluyd que la probabilidad de presentar osteopenia 'y
osteoporosis era 6 y 4 veces mayor en pacientes infectados por el VIH que en
poblacién no infectada, respectivamente (103). Sin embargo, en muchos de estos
estudios la mayoria de los pacientes se encontraba en tratamiento con TAR en el
momento de la realizacion de los mismos, por lo que sirvieron para discernir de
manera clara el papel de la infeccion de aquel del tratamiento. Por otra parte, diversos
estudios han mostrado un importante aumento en la incidencia de fracturas en estos
pacientes, con un riesgo aumentado hasta 9 veces (104-107).

Como se ha explicado anteriormente, definir las causas finales de la pérdida de
masa oOsea en esta poblacion ha sido muy dificil debido a la presencia de los
tradicionales factores de riesgo de osteopenia y osteoporosis, que son potenciales
efectos confusores. Los factores asociados a la infeccion por el VIH que mas podrian
ejercer su influencia en este aspecto son la pérdida de masa muscular, la enfermedad
renal crénica, el hipogonadismo y el déficit de vitamina D (108). Ademas, es dificil
discernir y cuantificar qué parte de este efecto es atribuible a la infeccién por el VIH,
los factores de riesgo individuales, el TAR, o una combinacién de ellos (19,103,109). El
propio VIH puede producir un estado inflamatorio crénico que podria conducir a la
pérdida ésea mediante la promocién de la osteoclastogénesis y reabsorcién dsea
mediada por citoquinas (110). Como se ha observado en modelos animales de
investigacion, la activacién de células T es el elemento comun entre la respuesta
inmune a la infeccion por el VIH y el compartimento éseo. Las células T activadas
afectan la fisiologia 6sea mediante la produccién de las citoquinas proinflamatorias

mencionadas anteriormente (IL-1, IL-6 y TNF), asi como de RANKL, cuyos niveles se han
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asociado directamente a los del ARN del VIH (111). Asi, se produciria un aumento de la
ratio RANKL/OPG, potenciado ademas por una produccion de RANKL por parte de los
linfocitos B (112). Estos resultados ademds se vieron refrendados en 2014 en un
estudio clinico realizado en humanos, en el cual participé un grupo de 58 pacientes VIH
negativos y uno de 62 pacientes VIH sin tratamiento (113). Este estudio encontrd, para
el grupo de pacientes infectados, una menor DMO, un aumento de la resorcidén ésea y
mayores niveles de osteopenia, asi como un aumento de la produccion de RANKL por
parte de los linfocitos B y disminucién de OPG. Se encontré ademas una asociacién
directa significativa entre la ratio RANKL/OPG y los valores de la DMO, T-score y Z-
score. Estos resultados ademas se mantenian estables tras el andlisis multivariante por
edad, sexo, raza, habito endlico y tabaquico, e historia de fracturas previas (113).

Por ultimo, recientemente se ha descrito un nuevo marcador emergente, el
denominado factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21), un importante
regulador homeostatico que ademads participa en el metabolismo de la glucosa vy
lipidos (114). Un reciente estudio transversal realizado en pacientes VIH y controles
sanos evalué los niveles de este marcador y su relacién con los valores de DMO,
encontrando una correlacion inversa significativa entre ambos como probable reflejo

de un aumento del remodelado dseo en pacientes infectados por el VIH (104).

2.2 Efecto toxico del TAR

La terapia antirretroviral se ha asociado con una baja DMO en numerosos
estudios (115-117). Estos trabajos fueron analizados en un meta-analisis que encontro
un riesgo relativo de padecer osteopenia de 2,5 en pacientes con TAR en comparaciéon
con los pacientes no tratados (103). Otros estudios longitudinales y ensayos clinicos
realizados posteriormente también han relacionado el inicio del TAR con baja DMO,
independientemente del régimen utilizado (118). Este efecto parece ser mayor sobre
todo en el primer afio de tratamiento, estabilizdndose posteriormente, especialmente
a partir del segundo afo bajo tratamiento (119). El estudio SMART estudio los cambios
en la DMO vy la incidencia de fracturas en dos grupos de pacientes, uno en tratamiento

con TAR continuo, y otro en régimen intermitente (120). De las 12 fracturas
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encontradas, 10 fueron en el grupo de TAR continuo. Ademds, la DMO fue
significativamente mas baja en el grupo de TAR continuo.

Pese a que no todos los estudios han encontrado estos mismos hallazgos y, de
hecho algunos han encontrado una DMO estable o aumentada con el inicio del TAR
(121), la mayoria de ellos concluyen lo explicado anteriormente. Sin embargo, dado
que en la practica clinica el TAR se compone de dos o mds farmacos simultdneamente,
resulta dificil discernir entre el efecto individual de cada uno de ellos sobre el tejido
0seo, tanto en modelos animales como en estudios clinicos (122,123).

La recuperacion y repoblacién de células T que se produce con el inicio del TAR,
con la consecuente activaciéon del sistema inmune parece ser la responsable de un
estado de inflamacién persistente que facilitaria la accidn de los osteoclastos, asi como
el dafio de otros dorganos diana, que puede llegar a producir enfermedad renal,
hepatica, cardiovascular o neurocognitiva (124). En el caso de la afectacidn dsea, las
células T activadas producen un aumento de ciertas citoquinas osteoclastogénicas,
entre las cuales se incluyen el RANKL y TNF (125). El aumento de esta ultima molécula
también activaria la produccion de RANKL por otra via, la de los osteoblastos (126).
Ademas, la recuperacién del sistema inmune y de su respuesta adaptativa resultarian
en la produccion de estas citoquinas por parte de las células B, monocitos vy
macrofagos. Aunque no en todos, en varios pacientes se ha observado un aumento de
estas citoquinas en correlacién a la recuperacion de células T tras el inicio del TAR, lo
cual sugiere que cuanto mayor es dicha recuperacion mayor serd la magnitud de la
pérdida dsea (127). A todo esto se sumaria, por otra parte, el efecto directo que
producen los propios farmacos debido a su mecanismo de accidn. Sin embargo, siguen
existiendo controversias respecto a este mecanismo, y de hecho un estudio encontré
una disminucion significativa de los niveles de RANKL tras el inicio del TAR (128). Esta
teoria fisiopatoldgica ha abierto la posibilidad de nuevas lineas de investigacién
terapéuticas para evitar esta pérdida dsea, y un estudio clinico publicado
recientemente ha mostrado que una sola administracion de dacido zoledrénico

previene esta pérdida en las primeras 48 semanas tras el inicio del TAR (129).
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Grafico 8. Pérdida dsea asociada a la infeccion VIH e inicio del TAR. Obtenido y modificado de

(133).

A pesar de que cualquier régimen de TAR se ha visto asociado a pérdida de
DMO, en diversos trabajos se ha observado que el fdrmaco TDF es el que produce una
mayor pérdida (130), seguido de los IPs (131), aunque solo el primero de ellos se ha
llegado a relacionar con un mayor riesgo de sufrir fracturas dseas (132). Esto sucederia
sobre todo en los dos primeros afos de exposicién al farmaco, pero no se ha podido
demostrar un efecto sumatorio a largo plazo.

La cuestion es descubrir cual es el sustrato fisiopatoldgico por el cual el TDF es
capaz de producir esta pérdida dsea. La toxicidad en el tubulo proximal, y con pérdida
secundaria de fosfato es un posible mecanismo de este proceso. Sin embargo, la
disfuncién tubular renal proximal y el aumento de la resorcién dsea no necesariamente
siempre coexisten (54). Por tanto, el motivo final de esta interaccidon queda aun por

aclarar en futuros estudios. Ademds, en esta poblacion existen otros factores

49




directamente relacionados con el riesgo de fractura ésea, como son la raza blanca, el
bajo recuento de linfocitos T CD4, la co-infeccién por el VHC, el uso de drogas por via

parenteral, neoplasias y enfermedades cardiovasculares (132).

2.2.1 Efecto del TDF

Entre todos los farmacos antirretrovirales, tenofovir disoproxil fumarato, un
profarmaco de tenofovir, es un medicamento ampliamente usado dentro del esquema
general del TAR, con una potencia elevada y un buen perfil de tolerancia y seguridad, y
cldsicamente ha sido la piedra angular de este tratamiento (134). Sin embargo, pese a
su generalmente buen perfil de tolerancia y seguridad, se ha visto relacionado en
ocasiones con un empeoramiento de la funcion renal y de la DMO (135). En el primer
caso, concretamente se ha observado una disminucién de la tasa estimada de filtrado
glomerular (eGFR). Hoy en dia se sabe que TDF produce toxicidad a nivel del tubulo
renal proximal, debido a un efecto sobre la ADN polimerasa mitocondrial que produce
una disminucion de este tipo de ADN y por tanto una disfunciéon tubular, que se
traduce en una reabsorcidon alterada de las proteinas de bajo peso molecular,
aminodcidos, glucosa, acido urico, bicarbonato y fosfatos, con la salida y presencia de
estas sustancias en la orina (136). De hecho, la manifestacion clinica mas grave aunque
infrecuente de esta alteracién funcional tubular es el denominado sindrome de
Fanconi, que se caracteriza, por ademas de la secrecién de dichas sustancias a través
de la orina, por presentarse con poluria, deshidratacidn, hipopotasemia, acidosis
metabdlica, y raquitismo u osteomalacia en el caso de nifios o adultos,

respectivamente (137).

Sin embargo, la correlacién directa entre estas alteraciones tubulares y el
empeoramiento de la funcién renal es controvertida, y hay escasos datos sobre la
influencia que pueden tener otros factores como la coinfeccién por VHC, diabetes
mellitus o hipertension arterial. En este sentido, varios estudios han encontrado
valores de funcidn renal normales en presencia de dichas alteraciones tubulares (138).
Desde el punto de vista fisiopatoldgico, TDF es eliminado en el rifidén a través de la

combinacion de filtracién glomerular pasiva y secrecion tubular activa, que estd

50



mediada por los aniones transportadores 1y 3, asi como la proteina MRP (multidrug
resistant protein) 4 (139). Cuando el tubulo renal proximal se lesiona, el efecto directo
es la acumulacién intracelular de TDF y el aumento de la toxicidad mitocondrial.
Ademas, cualquier factor que consiga aumentar los niveles plasmaticos de TDF tendrd
como consecuencia una inhibiciéon de la proteina MRP 4, y por tanto producira un
aumento de la toxicidad renal asociada a TDF (140). En este sentido es importante
destacar dos farmacos que actian de esta manera, como son los antiinflamatorios no
esteroideos (AINES) o los IPs, ademas de otros medicamentos (141). Ademas, algunos
estudios recientes sobre profilaxis pre-exposicién han mostrado una disminucion del
eGFR en relacién al aumento de los niveles de TDF (142). El problema es que no hay un
consenso claro sobre cudles son los marcadores que hay que medir a la hora de
evaluar la disfuncion tubular, y por este motivo los porcentajes de prevalencia entre
los pacientes expuestos al efecto de TDF varian del 7 al 75%. Dentro de las diferentes
anormalidades en la funcién tubular, la proteinuria y la fosfaturia son las mas
frecuentemente encontradas (143). Algunos estudios in vitro han observado como el
transporte tubular de fosfatos es muy sensible a la toxicidad mitocondrial (144),
llegdndose a encontrar una disminucién de la reabsorciéon tubular de fosfatos en
alrededor del 30-50% de pacientes después de recibir TDF durante una mediana de
tiempo de cinco afios, y aunque no es frecuente encontrar hipofosfatemia en estos
pacientes debido a los mecanismos hormonales compensatorios dependientes
principalmente de la PTH y vitamina D, si que la hiperfosfaturia esta directamente
relacionada con una disminucidén en la eGFR, asi como la proteinuria, encontrada en
similares porcentajes que la hiperfosfaturia en este tipo de pacientes (145). Todo esto
en su conjunto hace indicar que las alteraciones tubulares secundarias a la exposicidon
a largo plazo a TDF resultan en una disfuncién renal y disminucién por tanto de la
eGFR, una vez superado el mecanismo de compensacién de estas alteraciones por

parte de las nefronas.

Por otra parte, y pese a que cualquier esquema de TAR se ha visto relacionado
con una disminucidon en la DMO tras el inicio de este, diferentes trabajos han
observado a lo largo de los ultimos anos que farmaco TDF es el que produce una

mayor afectacién en este sentido, si bien todos los pacientes infectados por el VIH
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muestran una prevalencia elevada de osteopenia y osteoporosis de probable origen
multifactorial, determinado por la propia infeccidn, el TAR, el estado de inflamacidn
cronica o la activacion inmunolégica (146). En cualquier caso, el inicio de tratamiento
antirretroviral con un régimen que contenga TDF supone una mayor reduccién de la
DMO, asi como también un mayor aumento en los marcadores de remodelado dseo
(147). Incluso un estudio observacional realizado entre 1998 y 2009 mostré que la
exposicién acumulada de TDF estaba asociada a un aumento en la tasa de fracturas
después de ajustar por los factores clasicos que influyen en la DMO (106). Ademas,
estudios realizados en pacientes no infectados por el VIH que realizan profilaxis pre-
exposiciéon con dicho farmacos han observado una pérdida de masa dsea pequeiia
pero significativa también en personas sanas, para posteriormente volver a los valores

basales al cabo de aproximadamente un afio de seguimiento (148).

Pese a que algunos estudios in vitro sugieren que TDF puede alterar la
expresion de tanto osteoblastos como osteoclastos, la fosfaturia acompafiante a la
disfuncién tubular renal producida por esta molécula deberia ser la clave del
mecanismo fisiopatoldgico subyacente del deterioro (149). Ademads, algunos estudios
en modelos animales han mostrado que altas dosis de TDF producen un sindrome
osteomalacia-like con un aumento de fracturas y deformidades dseas en contexto de
persistir la normalidad en la funcidén renal. La osteomalacia asociada al sindrome de
Fanconi es una entidad bien descrita, aunque normalmente se observa acompafiando
a situaciones de hipofosfatemia, niveles bajos de [1,25(OH),D], insuficiencia renal, o
acidosis cronica debida a pérdidas de bicarbonato (150). En el caso de la disfuncion
tubular, la fosfaturia crénica puede correlacionarse con bajos niveles séricos de fosfato
(151). En este sentido, la exposicidn inicial al fdarmaco produciria un aumento de los
niveles de PTH, provocando un aumento a su vez de [1,25(0OH),D] como mecanismo
compensatorio en pacientes con niveles adecuados de [25(OH)D], con una
consecuente recuperacién parcial de la fosfatemia (152). Sin embargo, la exposicién
acumulada acabaria produciendo un fracaso de este mecanismo de compensacién, con
el consiguiente descenso de los niveles de DMO. De hecho, el mantenimiento de los
niveles de fosfato dentro de un estrecho rango es crucial para asegurar importantes

procesos de la actividad celular, y esto depende de una compleja interaccion entre
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varios factores, como son: la absorcidon intestinal de fosfato, la resorcion oésea,
intercambios entre los compartimentos intracelular e intravascular y la excrecién
renal, regulada al mismo tiempo por los niveles de vitamina D, PTH, y otras moléculas
como las fosfatinas (144). Ademas, el hueso juega un papel fundamental en la

homeostasis del fosfato a través de la matriz de hidroxiapatita.

Recientemente se ha publicado el primer estudio longitudinal que ha evaluado
la situacién de disfuncién tubular en pacientes VIH tratados con algin régimen que
contuviera TFD como parte de él, y su correlacidon con los cambios en los valores de la
DMO, basado en datos de un total de 90 pacientes (153). La disfuncién tubular se
defini6 como la presencia de al menos dos de las siguientes situaciones:
hiperfosfaturia, glucosuria no diabética, hiperuricosuria y/o preoteinuria. Casi un 80%
de pacientes presentaron alguna anormalidad en la funciéon tubular (el 50%
correspondia a hiperfosfaturia), y el 30% cumplian con los criterios de la definicién de
disfuncién tubular. Después de una mediana de seguimiento de 38 meses, se
observaron niveles compatibles con osteopenia en la DMO medida en columna
vertebral y fémur del 48% y 49% respectivamente. Para valores compatibles con
osteoporosis en dichas localizaciones, fueron del 2% y el 9% respectivamente. Este
estudio encontré ademds una correlacidon lineal significativa entre el tiempo de
exposiciéon a TDF y la disminucion del valor de la DMO en el caso de la columna
vertebral, no asi en el fémur. La misma correlacion se encontrd para los niveles séricos
de vitamina D, que se vieron disminuidos (153). Ademads, el empeoramiento de los
valores de la DMO se asocié al numero de anormalidades en la funcién tubular renal
descritas anteriormente, y especialmente con la fraccion de excrecién renal de
fosfatos, siendo la hiperfosfaturia un factor predictor independiente de pérdida de
DMO después de 3,5 anos de seguimiento, habiendo sido ajustado el modelo por
edad, sexo e indice de masa corporal (153). Los datos de este trabajo confirman la
importancia de la pérdida renal de fosfatos en el mecanismo fisiopatolédgico de Ia
pérdida de masa dsea debido al efecto de TDF, con la consecuente necesidad de
aumentar la reabsorcién de fosfatos a nivel renal para mantener unos niveles de
fosfatemia adecuados, para lo cual seria necesaria un aumento de la resorcion ésea

gue mantuviera el equilibrio homeostatico, especialmente en paciente con mayores
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niveles de DMO, donde se ha observado la mayor pérdida de esta tras el inicio del

tratamiento antirretroviral (154).

En este sentido, unos niveles adecuados de vitamina D ayudarian a mejorar la
reabsorcién renal de fosfatos, o al menos a reducir sus consecuencias (155, 156). Un
mecanismo parecido se observa en la osteomalacia hipofosfatémica asociada al
sindrome de Fanconi o en la propia osteomalacia inducida por tumores, aunque estas
dos entidades se asocian a unos altos niveles de fosfaturia no encontrados en el caso
del uso de TDF, por lo que probablemente la medicidn de los niveles séricos de fosfato
no serian un buen predictor de la pérdida de DMO en este caso (149). Pese a todo
esto, aun se necesitan estudios mas complejos para terminar de comprender este

mecanismo fisiopatoldgico en su totalidad.

2.2.2 Tenofovir alafenamida: el nuevo farmaco sustituto de TDF

Tenofovir alafenamida (TAF) es un novedoso profarmaco de tenofovir. Es mads
estable en sangre que TDF, y es metabolizado intracelularmente mediante la proteasa
lisosomal catepsina A, adenilato quinasas y quinasas nucledtidas. Por este motivo, TAF
alcanza niveles intracelulares unas 5-7 mayores que TDF, y sin embargo los niveles
séricos de tenofovir libre se reducen en aproximadamente un 90%, por lo que este
nuevo farmaco parece tener igual o superior eficacia que TDF y menor toxicidad (157).
Recientemente ha sido aprobado en Estados Unidos y la Unién Europea como
monoterapia en el tratamiento de la hepatitis B (158) y en tres diferentes

combinaciones para el tratamiento del VIH (159).

El efecto sobre la pérdida de DMO de TDF estd bien establecido, y aunque
diferentes estudios sugieren que el aumento del riesgo de sufrir fracturas
osteopordéticas solo es clinicamente significativo en poblaciéon de alto riesgo (160),
existe un gran interés en este nuevo medicamento debido a su mejor perfil de
seguridad a nivel renal y dseo, y la posibilidad de no tener que monitorizar ambos

posibles efectos adversos en pacientes bajo este tratamiento.
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Diferentes estudios han comparado la eficacia en cuanto a supresion viroldgica
de ambos farmacos, no habiéndose encontrado diferencias significativas entre ellos
(161). Sin embargo, si que se han encontrado diferencias en los efectos a nivel renal y
Oseo. El efecto sobre la pérdida de DMO fue significativamente mayor en los pacientes
bajo tratamiento con TDF a la semana 48 y 96, tanto en la columna vertebral como en
el fémur, aunque sin que se produjera un aumento en la incidencia fracturas éseas
(161). Ademas, el tratamiento con TAF se relaciond de manera significativa con niveles
mas elevados de eGFR y menores de creatinina sérica en la semana 48 de seguimiento.
Sin embargo, no hubo diferencias en el nimero de interrupciones del TAR debido a
toxicidad renal entre los dos grupos, y los pacientes que recibieron TAF presentaban
un peor perfil lipidico frente a TDF, con una mayor necesidad de instaurar tratamiento

farmacoldgico antilipemiante (161).

Dentro de estos estudios, cuando se analizaron los pacientes que recibian TDF
potenciado mediante la combinacién con RTV o COBI frente a los que recibian TDF sin
potenciar, si que los pacientes del primero de estos dos grupos presentaban una
mayor tasa de interrupcién del tratamiento debido al empeoramiento de la funcién
renal (161). Se sabe que estos farmacos potenciadores pueden llegar a aumentar hasta
un 30% los niveles séricos de TDF (162). En el caso de la combinacion de TAF y COBI, el
segundo de ellos actia aumentando la absorcién intestinal del primero, motivo por el
cual la dosis estandarizada de TAF sin potenciar es de 25 mg, mientras que potenciado
se reduce a 10 mg, siendo dosis bioequivalentes (163). Este ajuste de dosis no se hace
de manera estandarizada en el caso de TDF. Por otra parte, algunos estudios sugieren
gue estas diferencias en los valores de la DMO entre TAF y TDF tienden a estabilizarse
a partir de la semana 48, por lo que se requiere de futuros estudios longitudinales a

largo plazo para evaluar el verdadero significado clinico de estas diferencias (161).

2.2.3 Efecto de los IPs

Otro grupo de farmacos antirretrovirales que se ha visto relacionado de forma
significativa con una disminucion de la masa dsea son los inhibidores de la proteasa,
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aungue el mecanismo fisiopatoldgico de este efecto directo no esta aun bien definido
(164). La magnitud de este efecto fue evaluada en un meta-analisis que encontré una
odds ratio (OD) para desarrollar osteoporosis de 1,57 (IC 95% 1,05-2,34) en los
pacientes infectados por el VIH y tratados con un régimen que contenia un IP en
comparacion con aquellos que no lo tenian (103). Estos resultados fueron refrendados
posteriormente tras la publicacién de una serie japonesa, que encontrd resultados

similares independientemente del uso de TDF (165).

Hasta la fecha, son solo dos los ensayos clinicos randomizados que han
analizado la diferencia de pérdida de DMO entre dos tipos diferentes de IPs (166,167).
Uno de ellos no encontré diferencias en la pérdida de DMO tanto en columna
vertebral como en fémur entre ATV/r y DRV/r, aunque en ambas ramas se obtuvieron
valores menores de DMO en ambos lugares comparado con el inhibidor de la integrasa
raltegravir (166). Por otra parte, el subestudio CASTLE encontré una mayor pérdida de
los valores medios de DMO en pacientes tratados con LPV/r comparado con ATV/r,

aunque estas diferencias no fueron significativas (167).

Uno de los mecanismos por el cual los IP jugarian un papel diferencial en la
pérdida de masa désea es que, cuando se utilizan en combinacién con TDF pueden
llegar a aumentar los niveles de este ultimo hasta en un 32-50% debido a una
disminucion de su excrecidn en el tubulo renal proximal (168). Un efecto similar se ha
descrito también con el farmaco cobicistat (COBI), también potenciador de los IP y del
inhibidor de la integrasa Elvitegravir (EVG), pero en su caso a través del aumento de la

absorcion del farmaco a nivel gastrointestinal (169).

Otro mecanismo de toxicidad seria el efecto directo que tendrian estos
farmacos sobre el metabolismo dseo. Este hecho ha sido bien descrito en modelos in
vitro y también en modelos animales in vivo, pero es mas dificil de corroborar en
estudios clinicos. Por ejemplo, en algunos experimentos in vitro se ha observado cémo
el farmaco IP fosamprenavir (FPV) incrementa la produccion de OPG y disminuye por
tanto la de RANKL, mientras que tanto ritonavir (RTV) como saquinavir (SQV) producen
un bloqueo de la produccion de RANKL (170,171). Otro trabajo realizado tanto in vivo

como in vitro con RTV mostré como este farmaco inhibia la funcidn de los osteoclastos
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y la osteoclastogénesis a través de la inhibicion de la senal inducida por RANKL (172).
También se ha descrito que este farmaco ejerce in vitro un efecto de aumento de la

diferenciacién de células mononucleares periféricas a osteoclastos (173).

Indinavir (IDV), otro farmaco perteneciente a esta familia no tendria efecto
sobre la osteoclastogénesis (174). Sin embargo, tanto en este como en nelfinavir (NFV)
se ha encontrado un efecto de disminucién en la expresién génica de los osteoblastos,
con una disminucién en la actividad de la fosfatasa alcalina dsea (FAQ) y la deposicion
de calcio (174), mientras que la exposicién a ATV y LPV produciria un envejecimiento
precoz de las células mesenquimales con la consecuente disminucion de su
diferenciacién a osteoblastos (175). Todos estos resultados demuestran que en
general los IP tienen el potencial de reducir la ratio RANKL/OPG, induciendo una
inhibicién de la actividad de los osteoblastos y un aumento de la producciéon de
osteoclastos, con el consecuente aumento de la resorciéon désea. Sin embargo, se
necesitan mds estudios clinicos para conocer la verdadera aplicacién de estos

hallazgos.

Otros estudios mds recientes han relacionado la pérdida de DMO en los
pacientes VIH tratados con IPs con un efecto sobre la funcidn tiroidea, al encontrar de
manera significativa una tasa doble de hipotiroidismo en este grupo de pacientes
comparados con aquellos que utilizaban un régimen terapéutico diferente (176). El
analisis multivariante confirmoé esta asociacion, ademas de una relacién inversa entre

el grado de hipotiroidismo y los valores de DMO vertebral (176).

Por ultimo, cabe destacar que la vitamina D es de gran importancia en el
metabolismo éseo, al participar en el mantenimiento de los niveles séricos de calcio. El
déficit de esta hormona se traduce en un hiperparatiroidismo secundario, lo cual
estimula la osteoclastogénesis a través de la producciéon de RANKL, provocando una
defectuosa deposicion de minerales en la matriz dsea (177). Este déficit vitaminico es
muy frecuente en la poblacién infectada por el VIH, especialmente en los tratados con
regimenes terapéuticos que contiene TDF o EFV, sin quedar tan claramente asociado a
los IP (178). In vitro, la conversidon en cultivos de hepatocitos y monocitos de 25-

hidroxi-vitamia D [25(0OH)D] a su metabolito activo di-hidroxi-vitamina D [1,25(0OH),D]
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se ve disminuida ante la presencia de los efectos de los IP (179). Pese a que su
relevancia clinica estd aun por aclarar en futuros trabajos, varios estudios
observacionales encontraron un aumento en los niveles de [25(0OH)D] tras el inicio de
tratamiento con IPs (180), lo cual sugiere una disminucién en la conversién hacia

[1,25(0H),D].
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipétesis de trabajo

La infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana y el tratamiento
antirretroviral inciden de manera diversa en los diferentes componentes que

determinan la resistencia dsea.

Objetivo principal

El objetivo principal de este trabajo es evaluar la calidad tisular 6sea mediante
la técnica de microindentacion en pacientes infectados por el virus de la

inmunodeficiencia humana sometidos o no a tratamiento antirretroviral.
Objetivos secundarios

1. Analizar el impacto que tiene la infeccidén por el virus de la inmunodeficiencia
humana en otros componentes que determinan la resistencia ésea: densidad
mineral dsea vy trabecular bone score.

2. Evaluar el impacto de los dos principales farmacos antirretrovirales sobre la
salud dsea tras una exposicion prolongada en el tiempo.

3. Analizar el impacto que tienen la infeccidn por el virus de la inmunodeficiencia
humana y la exposicion prolongada al tratamiento antirretroviral en los

marcadores analiticos de remodelado dseo.
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4. METODOS

4.1 Poblacion de estudio

Los dos estudios que componen esta tesis doctoral fueron estudios
transversales que se llevaron a cabo con pacientes infectados por el VIH en el Servicio
de Enfermedades Infecciosas del Hospital del Mar de Barcelona. En el primero de ellos

también participd un grupo de controles sanos voluntarios.

4.1.1 Primer estudio

En este primer estudio se incluyeron un total de 85 pacientes, 50 de ellos
infectados por el VIH y 35 controles. Todos los pacientes VIH presentaban viremia
detectable (>40 copias/ml) y no tenian historia de haber recibido ninglin tratamiento

antirretroviral previo.

Los criterios de exclusion fueron haber recibido tratamiento activo frente al
tejido 6seo o presentar alguna condicidn que pudiera interferir en el metabolismo
0seo, como hepatopatia, alcoholismo, neoplasia, sindrome de Cushing,
hipogonadismo, hipertiroidismo, hipopituitarismo, hiperparatiroidismo, enfermedad
renal crénica, EPOC, infeccion crénica por VHB o VHC, diabetes mellitus, enfermedad

neuropatica, o uso de glucocorticoides, opioides o drogas de uso por via parenteral.

4.1.2 Segundo estudio

Se incluyeron pacientes infectados por el VIH y mayores de 50 aios. Todos ellos
se encontraban bajo tratamiento antirretroviral bien con TDF-FTC o bien con ABC-3TC
durante al menos los ultimos 5 afios, sin historia de cambio de uno al otro. Todos
presentaban buena adherencia al tratamiento, carga viral del VIH indetectable y un
recuento de linfocitos CD4 > 250/ml. Los criterios de exclusion fueron los mismos que

en el primer estudio.
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4.2 Variables medidas

A todos los pacientes participantes en ambos estudios se les realizd una
anamnesis e historia clinica completas que hicieran cumplir con los criterios de
inclusion, y se obtuvieron analisis de sangre, estudio radiolégico y medidas de las

diferentes variables determinantes de la resistencia dsea.

4.2.1 Analisis de laboratorio

En todos los pacientes se obtuvo muestra de sangre para medicién de

parametros de:

- Metabolismo fosfocalcico: calcio, fosfato, PTHi, [25(OH)D].
- Remodelado 6seo: CTX, PINP, FAO

- Estado inflamatorio: PCRas, VSG, B-2-microglobulina, dimero-D, fibrindgeno

4.2.2 Estudio radiolégico

Se realizé a todos los participantes una radiografia lumbar lateral para

descartar fracturas previas asintomaticas.

4.2.3 Densitometria 6sea

Se obtuvo mediante DXA informacién sobre la DMO en todos los pacientes,

medida en la columna lumbar, cuello del fémur y DMO total de la cadera.

4.2.4 Microindentacion

En todos los participantes en ambos estudios se realizd la medicion de las
propiedades mecdanicas dseas a través de la microindentacién. Esta técnica se llevd a
cabo con el instrumento manual OsteoProbe Reference Point Indenter (Active-Life-
Scientific, Santa Barbara, CA), segun un protocolo publicado recientemente (77). Tras

la inyeccion local de anestesia (mepivacaina 2%) sobre la superficie anterior de la tibia,
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se realiza con una aguja estéril con una punta cénica de 4 um de didametro un total de
8 indentaciones de 30 N sobre dicha superficie, manteniendo la sonda perpendicular a
ella. Las indentaciones se realizan en diferentes lugares de la superficie dsea,
separados de unos 2 mm aproximadamente. Esta aguja penetra en la cortical dsea, y el
instrumento mide la distancia de indentacidn obtenida. Posteriormente, la media de
estas indentaciones se normalizan con 5 indentaciones realizadas sobre un bloque de

metilmetacrilato, y la ratio entre ellas se expresa en forma de BMSi.

4.2.5 TBS

Por ultimo, en los pacientes participantes en el segundo de los estudios se
obtuvo también informacidon sobre la microarquitectura 6sea medida mediante el
calculo del trabecular bone score a partir de imagenes bidimensionales de DXA en los
mismos lugares usados para la medicién de la DMO en la columna lumbar. Los valores
de TBS considerados normales son por encima de 1,35. Entre 1,20-1,35 se considera
una microarquitectura parcialmente afectada, y por debajo de 1,20 una

microarquitectura significativamente baja.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Primer estudio

El primer estudio incluyé un total de 85 pacientes, 50 de ellos infectados por el
VIH y 30 controles sanos voluntarios. No se encontraron diferencias significativas en las

caracteristicas basales entre ambos grupos.

5.1.1 Pruebas de laboratorio

No se encontraron diferencias en los valores de los marcadores de remodelado
Oseo entre los dos grupos. Dentro de los pardmetros de metabolismo fosfocalcico, los
paciente infectados por el VIH presentaban valores mas bajos de [25(OH)D] (20.9
ng/mL vs 33.3 ng/mL; P = 0.015). En cuanto a los pardmetros inflamatorios, los valores
de la PCRas (0.48 mg/dL vs 0.12 mg/dL; P = 0.005) la VSG (20 mm/h vs 3 mm/h; P =
0.0001), el dimero D (289.6 ng/mL vs 137.2 ng/mL; P = 0.018), el fibrindgeno (400
mg/mL vs 317 mg/mL; P = 0.037) y la B-2-microglobulina (2.48 mg/L vs 1.438 mg/L;P =
0.0001) fueron significativamente mds elevados en el grupo de pacientes VIH que en

los controles.

5.1.2 Variables de resistencia 6sea

El grupo de pacientes VIH tuvo valores significativamente mas bajos de BMSi
[mediana de 84,5 (RIQ 83-87) vs 90 (RIQ 88,5-93); P < 0,001]. Ademads, dentro del
grupo VIH las mujeres tenian BMSi significativamente mas bajo respecto a los hombres
[mediana de 85 (RIQ 83-87) vs 80 (RIQ 77-83); P = 0.0004], hecho que no ocurria
dentro del grupo control. No se observaron diferencias significativas entre grupos en
los valores de DMO en ninguna de las zonas medidas, y la relacién entre la infeccién

por el HIV y el BMSi se mantuvo tras ajustar por edad, sexo, IMCy [25(OH)D].
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Las caracteristicas basales de los participantes en este estudio y los resultados

obtenidos estan representados en la siguiente tabla:

VIH negativo VIH positivo P
N 35 50
Edad (afios) 33,9 (27,6-53,8)* 36,7 (31,7-46,2) 0,49
Hombres (n,%) 24 (68,5) 35 (70) 0,12
Peso (Kg) 70 (60-78) 68 (63-75) 0,48
IMC, Kg/m? 22,9 (20,5-24,6) 23,8 (21,7-24,9) 0,06
Fumadores (n,%)
Nunca 16 (45,7) 24 (48) 0,18
Exfumador 3(8,5) 3(6) 0,44
Fumador activo 16 (45,8) 23 (46) 0,49
indice acumulado 12,8 (14,2) 10,1 (14) 0,19
Alcohol (>20 gr/dia) 0 0
Historia familiar de 4(11) 4 (8) 0,46
fractura (n, %)
Fractura lumbar 0 2 (4) 0,07
asintomatica (n,%)
Afios desde el diagndstico 2 (1-4)
de VIH
CD4 nadir (por ml) 380 (267-480)
Carga viral nadir (logyo) 4,2 (1,2)
Diagndstico de SIDA (n,%) 2 (4)
DMO (gr/cm?
Cuello femoral DMO 0,792 (0,733 a 0,957) 0,807 (0,769 a 0,88) 0,393
Cuello femoral T-score -0,65(-1,1a0,3) -0,65(-1,1a-0,2) 0,502
Cuello femoral Z-score -0,6 (-0,98 2 0,4) -0,33(-0,93 a 0,07) 0,883
Cadera total DMO 0,884 (0,833 a 1,06) 0,936 (0,875a1,056) 0,749
Cadera total T-score -0,6 (-1,1a0,7) -0,25(-0,9a0,2) 0,840
Cadera total Z-score -0,44 (-1a0,82) -0,05 (-0,56 a 0,57) 0,923
Columna lumbar DMO 0,980 (0,894 a 1,06) 0,978 (0,908 a1,079) 0,413
Columna lumbar T-score -0,65 (-1,3a-0,2) -0,8(-1,3a0,1) 0,338
Columna lumbar Z-score -0,53 (-1,08 a -0,08) -0,43 (-1,08 2 0,47) 0,872
Microindentacion (BMSi) 90 (88,5-93) 84,5 (83-87) 0,001
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Remodelado dseo

P1NP (ng/ml) 53,01 (34-63,86) 52,27 (39,3-59,73) 0,453
FAO (pg/ml) 11,8 (7,7-15,7) 13,4 (10,2-16,7) 0,145
CTX (ng/ml) 0,307 (0,168-0,415) 0,267 (0,210-0,382) 0,480

Metabolismo fosfocalcico

PTHi (pg/ml) 23 (15-33) 22,5 (19-38) 0,193
[25(OH)D] (ng/ml) 33,3 (15,3-42,9) 20,9 (11,67-28,58) 0,015
Calcio (mg/ml) 9,5(9,3-9,8) 9,45 (9,2-9,6) 0,132
Fésforo (mg/ml) 3,45 (3,1-3,8) 3,2 (2,8-3,5) 0,132
Inflamacién

PCRas (mg/dl) 0,04 (0,002-0,19) 0.22 (0,08-0,6) 0,005
VSG (mm/h) 3 (2-5) 20 (11-25) 0,000
Dimero-D (ng/ml) 137,2 (126,3-144,1) 289 (207-440) 0,018
Fibrindgeno (mg/dl) 317 (205-345) 400 (317-470) 0,037
B-2-microglobulina (mg/L) 1,4 (1,36-1,47) 2,48 (2,03-2,83) 0,000

*Resultados mostrados en mediana (RIQ), a menos que se indique otra unidad

5.1.3 Discusion

Este estudio mostré que los pacientes infectados por el VIH presentaban
peores propiedades mecdnicas Odseas que individuos sanos no infectados,
independientemente del tratamiento antirretroviral y de los valores de la DMO.
Ademas, este grupo presentaba unos valores significativamente mads elevados de
marcadores inflamatorios, situacién que se ha visto relacionada anteriormente con un
mayor riesgo de presentar fragilidad 6sea en otras condiciones (181,182). Ambos
grupos resultaron ser comparables segun los factores de riesgo tradicionales de sufrir
osteoporosis, y no presentaron diferencias significativas entre ellos en cuanto a valores
medidos de DMO.

Estos resultados apoyan que, pese a que la medicién de la DMO sigue siendo la
técnica “gold estandar” para el diagnéstico de la osteoporosis, este aspecto solo refleja
parcialmente el estado de la afectacién dsea de los pacientes (78,82,83,183). En este

sentido, la técnica de microindentacidn se posiciona como una herramienta novedosa,
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sencilla de realizar en la practica clinica habitual, y Util para valorar otros aspectos de la
salud ésea que no son detectables mediantes la DMO.

Por otro lado, no se encontraron diferencias entre grupos respecto a los valores
de marcadores de remodelado dseo. En este aspecto cabe destacar que la
microindentacion produce microfracturas en el hueso sobre el que se realiza mediante
la separacion de fibrillas de coldgeno (74). Posiblemente este sea el mecanismo inicial
por el cual se produce una fractura dsea, el cual es un proceso independiente de la
cantidad mineral dsea, asi como de los marcadores de remodelado (63,74,82). Sin
embargo, si que hubo diferencias entre ambos grupos en cuanto a los marcadores de
inflamacién, siendo significativamente mayores en el grupo de pacientes infectados
por el VIH. Esto apoya de alguna manera la hipdtesis de que la propia infeccion
provoca un estado crénico de inflamacidn que puede ser la responsable del deterioro
observado en las propiedades mecdanicas del tejido éseo, afectacién que se observaria
previamente al deterioro de la DMO vy la alteracidn en los marcadores de remodelado
(100,112).

Este primer estudio abre una importante linea de investigacién en la afectacién
Osea en el paciente VIH, en el sentido de poder cuantificar una nueva dimension
determinante de la resistencia dsea. Ademas, contribuye a validar esta nueva técnica
en una poblacién especifica, tras haberse realizado previamente en otras poblaciones
especiales. Futuros estudios deberian profundizar sobre la fisiopatologia de esta
afectacién, ademds de crear nuevas estrategias preventivas o terapéuticas, en un
campo que adquirira importancia debido a la supervivencia cada vez mayor en este
grupo de poblacion. Por ultimo, se podrian realizar nuevos trabajos para valorar

también el deterioro dseo relativo al tratamiento antirretroviral.
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5.2 Segundo estudio

En este trabajo fueron incluidos un total de 63 pacientes, de los cuales 36
pertenecian al grupo de tratamiento con TDF-FTC y 27 al grupo de ABC-3TC. La edad
media fue de 56,3 afios (DE = 6,2) y 63 afios (DE = 9,8), respectivamente (P = 0,0019).
La mediana de tiempo después del inicio del TAR fue de 7,8 afios (RIQ = 3.2) en el
grupo TDF-FTC, y de 8,9 afios (RIQ = 3,4) en el grupo ABC-3TC (P = 0,086). No se
encontraron diferencias en los parametros de funcién renal entre ambos grupos. No
hubo diferencias en el uso de IP como tercer farmaco antirretroviral [3 (8%) en el
grupo TDF-FTC vs 2 (7%) en el grupo ABC-3TC; (P = 0,893)], y tampoco en el resto de
parametros clinicos y demograficos que se estudiaron, excepto en el IMC [23,8 (DE =
2,4) en el grupo TDF-FTC vs 26,1 (3,4) en el grupo ABC-3TC; (P = 0,0031)]. Las
caracteristicas basales de los pacientes incluidos en este estudio estdn representados
en la siguiente tabla:

TDF-FTC ABC-3TC P
N 36 27
Edad (afios) 56,54 (6,3) 63 (9,8) 0,0019
Hombres (n,%) 27 (75) 20(74,1) 0,93
IMC (Kg/cm?) 23,8 (2,4) 26,1 (3,4) 0,0031
Fumadores (n,%) 14 (38,9) 13 (48,1) 0,46
Alcohol >10 gr/dia (n,%) 5(13,9) 2(7,4) 0,42
EXADVP (n,%) 5(13,9) 2 (7,4) 0,42
Drogas recreativas (n,%) 1(2,7) 1(3,7) 0,84
Fractura previa (n,%) 2 (5,5) 1(3,7) 0,422
Historia familiar de 0 1(3,7) 0,146
fractura (n, %)
Fractura lumbar 0 0
asintomaticas (n,%)
eGFR < 60 ml/min 0 0
eGFR (ml/min) 86 (2,2) 81 (2,3) 0,134
Tiempo desde el 16,8 (6,3) 17,1 (5,2) 0,85
diagndstico de VIH (afios)
Tiempo de TAR (afios) 7,8 (3,2) 8,9 (3,4) 0,452
CD4 nadir (por ml) 217,9 (128,3) 189 (132,4) 0,39
CD4 actual (por ml) 741,4 (311,3) 712.8 (229,8) 0,69
Diagnéstico de SIDA (n,%) 9 (25) 9(33,3) 0,47
Uso de IP (n,%) 3(8) 2(7) 0,893

*Resultados mostrados en media (DE), a menos que se indique otra unidad
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5.2.1 Pruebas de laboratorio

Dentro de los pardmetros analiticos de remodelado éseo se encontraron
valores del marcador de formacion PINP significativamente mas elevado en los
pacientes tratados con TDF-FTC (54,3 ng/mL, RIQ = 36,5) que en los tratados con ABC -
3TC (38,1 ng/ml, RIQ = 18,5), P = 0,0171. Un resultado similar fue observado para el
marcador de resorcién ésea CTX [0,432 ng/ml (RIQ = 0,303) y 0,310 (IQR = 0,12) ng/ml,
respectivamente; P = 0,05]. Sin embargo, después de ajustar por edad, sexo, IMC y
vitamina D estas diferencias desaparecieron. Al analizar los pardmetros relacionados
con el metabolismo fosfocalcio e inflamacidn, no se encontraron diferencias
significativas entre ambos grupos en ninguno de ellos.

5.2.2 Variables de resistencia 6sea

La DMO media y el T-score medidos en la columna lumbar fue
significativamente Inferior en el grupo tratado con TDF-FTC comparado con el grupo
tratado con ABC-3TC [0,926 g/cm2 (DE =0,2) vs 1,015 g/cmz (DE = 0,2); P = 0,04]. Sin
embargo, estas diferencias no se observaron en las mediciones de la DMO y el T-score
en el cuello femoral o en el total de la cadera.

Tampoco se encontraron diferencias significativas en el valor del BMSi entre
ambos grupos en el analisis univariante [81,02 (RIQ = 0,819) vs 82,68 (RIQ =1,3); P =
0,269]. Sin embargo, después de ajustar por la edad, sexo, IMC y [25(OH)D], el valor
medio de BMSi fue inferior en el grupo TDF-FTC comparado con el grupo ABC-3TC
[Coeficiente B -3.594 (intervalo de confianza 95%: -0.12 a -7,61); P = 0,043]. Se
encontrd una fuerte correlacion positiva entre el valor del BMSi con los de [25(OH)D] (r
= 0,257, P = 0,04), pero no asi con la DMO, la cual tampoco se correlaciond con los
valores de los marcadores de remodelado éseo. o el TBS.

Ademads, no hubo diferencias significativas en el TBS entre los dos grupos,
incluso después de ajustar por la edad y el IMC [1,254 (RIQ = 0,015) en el grupo TDF-
FTC vs a 1,221 (RIQ = 0,026) en el grupo ABC-3TC; P = 0,14]. Estos valores del TBS
tampoco se correlacionaron con los valores de [25(OH)D] ni con los marcadores de
remodelado éseo.

Los resultados obtenidos en este estudio se encuentran representados en la
siguiente tabla:
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TDF-FTC ABC-3TC P
DMO
Cuello femoral DMO 0,718 (0,2) 0,718 (0,2) 0,248
(gr/cm?)
Cuello femoral T-score -1,5(0,85) -1.28 (0,88) 0,340
Columna lumbar DMO 0,926 (0,2) 1.015 (0,2) 0,04
(gr/cm?)
Columna lumbar T-score -1,46 (1,3) -0.7 (1,36) 0,029
Cadera total DMO (gr/cm?) 0,886 (0,301) 0,884 (0,150) 0,373
Cadera total T-score -1,05 (1,03) -0,72 (0,95) 0,207
Microindentacion (BMSi) 81,02 (0,819) 82,68 (1,3) 0,269
TBS (adimensional) 1,254 (0,015) 1,221 (0,026) 0,368
Remodelado 6seo
PINP (ng/ml) 54,3 (36,5) 38,1 (18,5) 0,017
CTX (ng/ml) 0,432 (0,303) 0,310 (0,12) 0,051
FAO (ng/ml) 20,96 (10,28) 17,46 (16,02) 0,306
Metabolismo fosfocalcico
PTHi (pg/ml) 60,74 (31,65) 49,04 (25,36) 0,131
[25(0H)D] (ng/ml) 29,08 (14,93) 25,6 (12,64) 0,339
Calcio (mg/dl) 9,4 (0,5) 9,6 (0,4) 0,062
Fésforo (mg/dl) 3,07 (0,51) 2,95 (0,46) 0,363
Creatinina (mg/dl) 0,88 (0,3) 0,96 (0,26) 0,426
Inflamacién
PCRas (mg/dl) 0,48 (1,14) 0,62 (0,97) 0,610
LDH (U1/1) 313,11 (47,1) 311,96 (49,04) 0,925
VSG (mm/h) 5,32 (4,7) 7,48 (5,97) 0,126
Dimero-D (ng/ml) 275,29 (236,04) 254,17 (162) 0,710
Fibrindgeno (mg/dl) 300,48 (64,44) 276,92 (61,73) 0,165
B-2-microglobulina (mg/L) 1,87 (0,36) 1,9 (0,37) 0,769

*Los resultados estan expresados en mediana (RIQ), a menos que se indique otra unidad

5.2.3 Discusion

Este segundo estudio analiza las diferencias en los diferentes parametros que
determinan la salud ésea a largo plazo en pacientes infectados por el VIH y tratados
con los dos tipos de TAR mas frecuentemente utilizados. En general, los resultados

muestran un mayor deterioro éseo en los pacientes tratados con TDF-FTC que en los

69



tratados con ABC-3TC. En el grupo TDF-FTC, se observd no sdlo mayor pérdida de
DMO, sino también de las propiedades mecanicas del tejido éseo medidas por
microindentacién. Este efecto probablemente ademas se vea aumentado por el dafio
producido por la propia infeccién, como se observd en el primer trabajo de esta tesis
doctoral. Se trata del primer estudio que evalla la salud ésea en esta poblacién de
pacientes a diferentes niveles, densidad mineral dsea, microarquitectura y pruebas
directas de resistencia mecdnica dsea tras tratamiento antirretroviral a largo plazo, el
cual se sabe por estudios anteriores que tiene un efecto perjudicial para el tejido 6seo
medido mediante los valores de la DMO. Este efecto se produce especialmente
durante el primer afio de tratamiento, estabilizdndose aproximadamente a partir del
segundo ano (31,103,115-120). La persistencia de este efecto toxico sobre el tejido
dseo se ha atribuido a un estado persistente de inflamacién pese a que el TAR controle
la infeccion y mantenga la carga viral sérica indetectable (128).Es conocido ademas
que el fdrmaco que mayor pérdida de DMO produce es TDF. A pesar de que el
mecanismo subyacente a este efecto no estd claro, se ha descrito que la disfuncién
tubular renal, con la consecuente alteracion en el metabolismo de fosfatos y la
fosfaturia anormal crénica podria explicar al menos en parte de esta pérdida de la
DMO (135,137). Sin embargo, este estudio observd que aunque los pacientes tratados
con TDF-FTC durante al menos 5 anos presentaron una mayor tasa de remodelacién
dsea que aquellos que recibieron tratamiento con ABC-3TC, después de ajustar por
covariables como el IMC, el sexo, la edad y la [25(0OH)D], esta diferencia desaparecio,

por lo que el mecanismo fisiopatoldgico esta aun por aclarar completamente.

En concordancia con estudios anteriores este trabajo mostré también un mayor
deterioro 6seo en pacientes VIH tratados con TDF-FTCD, aunque no se encontraron
diferencias en cuanto a microarquitectura ésea medida mediante el TBS. A pesar de
gue la DMO no es un parametro suficiente para evaluar por completo la capacidad de
resistencia del hueso a la fractura, algunos estudios prospectivos han demostrado
consistentemente que el TBS se correlaciona con el riesgo de fractura
independientemente de los valores de la DMO (91). Pese a que tanto para calcular la
DMO como el TBS se utilizan imdgenes mediante DXA, se miden dos aspectos

diferentes de la resistencia dsea a la fractura: mientras que con la primera se mide lo
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gue podria ser considerada como la "cantidad de mineral en el tejido", con el segundo
estamos midiendo cdmo el hueso trabecular estd dispuesto en la columna vertebral. Es
plausible que el grupo de pacientes que reciben TDF tengan una mayor pérdida de
hueso a través de diferentes mecanismos, sin embargo la microarquitectura ésea
podria permanecer mas estable. Aunque no se encontraron diferencias en el TBS entre
grupos, ambos presentaban valores considerados por debajo de lo normal, reflejando
una vez mas el efecto tdxico de la infeccion por el VIH y el TAR, independientemente

del régimen (89).

La técnica de la microindentacion podria proporcionar informacion adicional
sobre el deterioro de la salud dsea, al hacer una medicidon directa de la resistencia
mecanica del hueso. Aunque no se encontraron diferencias en el BMSi en el analisis
univariante, después de ajustar por conocidos factores de riesgo en el anilisis

multivariante, el grupo tratado TDF-FTC mostrd peores propiedades materiales 6seas.

Las pequenas diferencias observadas entre los dos grupos y la necesidad de
dicho ajuste para encontrar estas diferencias lleva a la hipdtesis de que otros factores
relacionados con la infeccidn por el VIH, como por ejemplo el tiempo de infeccién sin
tratamiento podrian jugar un importante papel. Incluso después del uso de TDF a largo
plazo, la incidencia de fracturas dseas no se ve aumentada de manera muy notable, ni
en los trabajos publicados en la literatura ni en la practica clinica habitual. Una gran
serie observé que en los pacientes en tratamiento con TDF el riesgo relativo de
fractura era del 1,06 (106), mientras que los resultados de la cohorte EuroSIDA
mostraron que la incidencia de fractura dsea entre los pacientes expuestos a TDF en
algin momento de su vida fue casi 2 veces mayor que en pacientes que nunca habian
sido tratados con este farmaco, asociacion que se mantenia en el andlisis
multivariante. Sin embargo, no hubo correlacién entre el tiempo de exposicién al
farmaco y un mayor riesgo de fractura asociado (184). Este hecho sugiere que pueda
haber un componente de predisposicidon a sufrir dichas fracturas dependiente del
individuo. Asi, la microindentacion constituiria una informacion adicional a la
proporcionada mediante DXA para identificar a los pacientes con mayor afectacién

Osea.
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10.

6. CONCLUSIONES

El VIH tiene un efecto deletéreo sobre el hueso por mecanismos
independientes de la densidad mineral ésea.

Los pacientes infectados por el VIH tienen presentan peor calidad del tejido
6seo medida por microindentacion que los pacientes no infectados.

Tanto la propia infeccién por el VIH como el tratamiento antirretroviral actian
a diferentes niveles produciendo un efecto téxico sobre el tejido éseo.

La infeccidon por el VIH produce un deterioro en las propiedades mecdnicas
Oseas que es independiente del tratamiento antirretroviral y de la cantidad
mineral dsea.

La medicion de la DMO proporciona informaciéon de uno de los componentes
de la resistencia ésea y probablemente sea necesario complementarla con
otras pruebas.

La infeccidon por el VIH produce un estado inflamatorio medible mediante
parametros de laboratorio que podria intervenir la toxicidad dsea secundaria a
la infeccion, de forma equiparable a otras enfermedades inflamatorias.

Los pacientes VIH tratados con el régimen TDF-FTC presentan a nivel general
una mayor afectacién ésea que aquellos tratados con ABC-3TC.

Los pacientes VIH tratados con TDF-FTC presentan una tasa de remodelado
6seo mas elevada que los tratados con ABC-3TC, que podria ser en parte
responsable del mayor deterioro éseo observado

En el paciente VIH con tratamiento a largo plazo resulta dificil individualizar el
efecto de la propia infeccidn, el tratamiento y los factores de riesgo clasicos de
la osteoporosis

La técnica de la microindentacidn aporta informacion sobre la resistencia dsea
diferente a la medida por la DMO, es facil de realizar en la practica clinica
habitual, y serviria para poder identificar con mayor precisidon a los pacientes

con mayor afectacion dsea.
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