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A) Infeccion por el virus de inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1)

1. Inicio de la epidemia.

La primera referencia sobre la aparicidon de infecciones oportunistas en pacientes previamente
sanos fue publicada en Junio de 1981 en el boletin médico norteamericano “Morbidity and Mortality
Weekly Report” emitido por el CDC (Centres for Desease Control, centros para el control y
prevencion de enfermedades de EEUU, siglas en ingles). Este articulo describia los casos de cinco
varones jovenes, todos homosexuales y sin diagndsticos previos de ninguna causa conocida hasta
entonces de inmunosupresidn, que habian sido tratados en tres hospitales diferentes de Los Angeles
por una neumonia por Pneumocystis jirovecci (anteriormente llamado Pneumocystis carinii) ™R une
>1%1 de |os cuales 2 habian fallecido. Las caracteristicas gue todos compartian eran la presencia de

otras infecciones intercurrentes (como por ejemplo, citomegalovirus o candidiasis oral) y una

funcién inmune celular deficitaria.

Al mismo tiempo, tanto en California como en el estado de Nueva York se comenzaron a
diagnosticar casos de Sarcoma de Kaposi (SK), una enfermedad neoplasica sistémica con o sin
afectacién visceral que hasta entonces Unicamente afectaba a hombres de mediana edad de

ascendencia mediterranea y/o judia MVWRUY 319811

A partir de Julio de 1981, el CDC de EEUU comenzé a vigilar todos los casos de estas dos
enfermedades para caracterizar una posible causa subyacente, conocer la incidencia y determinar la
poblacién en riesgo. La busqueda inicial se centré en pacientes previamente sanos entre 15-60 afios
que presentaban, bien SK diagnosticado mediante pruebas de laboratorio o bien infecciones
oportunistas muy graves o ambas condiciones (mayores de 15 afios para evitar las

inmunodeficiencias congénitas y menores de 60 para evitar los casos de SK endémico).

Poco después, a finales de 1981, se describieron los primeros casos de neumonia por
Pneumocystis y otras infecciones oportunistas en usuarios de drogas por via parenteral (UDVP)

Gmall A su vez, en NY y en Miami se describieron los primeros

varones heterosexuales y mujeres
casos en pacientes haitianos que se habian mudado a EEUU recientemente y a primeros de 1982 se

describié el primer caso de neumonia por Pneumocystis en un paciente con hemofilia A en Miami.
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El término “SIDA” (Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida) fue empleado por primera vez por
el CDC el 15 de Septiembre de 1982 para definir “una enfermedad, al menos moderadamente
predictiva de una deficiencia en la inmunidad celular, que ocurre en personas sin causa conocida
para una resistencia disminuida frente a esta enfermedad. Tales enfermedades incluian SK, PCP y

otras infecciones oportunistas severas”. " %83,

La distribucién de la enfermedad se desarrollé rapidamente a nivel mundial con un crecimiento
exponencial en el nimero de casos diagnosticados mensualmente, pasando de 593 casos
definitorios de SIDA en EEUU en Septiembre de 1982 MMWR sept 24, 19821 5 51 8 mijllones de pacientes
alrededor del mundo en diciembre del afio 2000. Desde el inicio de la pandemia, 1.7 millones de

personas han fallecido a nivel mundial por causas relacionadas con el SIDA [UNAIDS Report 2012]

En 1982, el CDC llevd a cabo un estudio de casos y controles con 50 pacientes homosexuales y
120 controles homosexuales sanos para identificar el subconjunto de individuos con mayor riesgo de
infeccidn. Los factores de riesgo que se asociaron fueron mayor nimero de parejas sexuales
andénimas, historia previa de varias enfermedades de transmisién sexual (ETS) y realizacion de
practicas sexuales unidas a un mayor riesgo de exposicion a pequenas cantidades de sangre y heces.
La variable mas importante resulto ser el nimero de parejas sexuales (60 por afo en los pacientes vs

25 por afio en los controles) "2 198%)

Las hipodtesis sobre la etiologia de este nuevo sindrome fueron inicialmente de lo mas diversas.
Una de ellas atribuia las infecciones al uso de amyl nitrito e isobutil nitrito (ambos conocidos
inmunodepresores usados como estimulantes sexuales) que fue desestimada cuando comenzaron a
aparecer casos en no-usuarios de estas drogas (Goedert] Otra, sin embargo, dado que la mayoria de los
pacientes presentaban linfadenopatias generalizadas y muchos de ellos también infeccién por
citomegalovirus (CMV), postulé como causante de la epidemia a una cepa mas agresiva de este
virus. Otras teorias hablaban de una sobrecarga del sistema inmune y una especie de batalla

fisioldgica cuyo resultado conducia a un deterioro del propio sistema defensivo [°maPend /7 tevy 19831

No se valoré una posible “causa infecciosa” hasta un afio mas tarde del comienzo oficial de la
epidemia, cuando en Junio de 1982, el CDC apuntd la posibilidad de una causa de origen infeccioso
transmitida por via sexual en un “Morbidity and Mortality Weekly Report” MMWR June 181982]

Posteriormente y tras la notificacion de casos en diferentes grupos de riesgo (homosexuales,
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heterosexuales, UDVP y hemofilicos), el CDC planted la posible existencia de un factor transmisible a

través de la sangre.

Al analizar los patrones de trasmision del nuevo agente infeccioso se llegd a la conclusién de que
podria ser un virus ya que compartia similitudes con el virus de la hepatitis B. Su transmision
requeria un contacto intimo y directo entre superficies mucosas como en el caso del contacto
sexual, pero a su vez también existia la transmisidn por via parenteral, como en los UDVP o en los

pacientes hemofilicos que requerian la transfusién de concentrados de factor ViIl PV,

El hecho de que el agente infeccioso se transmitiera con los productos sanguineos empleados en
el tratamiento de la hemofilia favorecia la hipdtesis de que fuera un virus por ser de menor tamafio y
poder atravesar los filtros a diferencia de bacterias y pardsitos. Ademas, esta teoria podria explicar
porque los linfocitos T se encontraban marcadamente disminuidos en los pacientes con SIDA, ya que
podrian ser sus células diana. Los Unicos agentes por aquel momento que tenian unas caracteristicas
similares eran los llamados retrovirus HTLV (Human T-cell Lymphotrophic Virus) tipos | y I (Najeral ~ o
esto habria que afiadir el descubrimiento en los afios 1970s del “virus de la leucemia felina” que
causaba una inmunodeficiencia general en los gatos y estaba asociado con el desarrollo de linfomas

y leucemias ePkovit

Asi, los dos grupos cientificos que consiguieron finalmente aislar el virus estaban trabajando por
aquel entonces con retrovirus. Montagnier y cols, publicaron en 1983 el aislamiento del virus del
SIDA de un paciente con linfadenopatias, por lo que denominaron a su virus “LAV”

[Chermann]

(Lymphadenopathy-associated virus, siglas en inglés) . Al mismo tiempo, Gallo y cols se
concentraron en descubrir las lineas celulares para la replicacién del virus, consiguiendo, a partir de
la linea celular H9, la produccién de grandes cantidades de retrovirus humanos a los que
denominaron HTLV-Ill. Esto permitid posteriormente, la elaboracion de test seroldgicos para el
cribado de las muestras sanguineas y la produccidon de anticuerpos monoclonales, asi como la

obtencién de sondas de ADN clonado para el estudio de la infeccién a nivel molecular V&,

A pesar de que con el descubrimiento del virus, se comenzaron a desarrollar métodos
diagndsticos y posibles tratamientos para mejorar la inmunidad de los pacientes afectados, lo cierto
es que el primer fdrmaco mas o menos efectivo tardo 6 afios en ser aprobado por la FDA y la

epidemia continua extendiéndose hoy en dia. Actualmente, el VIH afecta a unos 34 millones de
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personas, lo que supone que el 0.8% de los adultos entre 15-49 afios viven con la infeccién NP

Report 2012]
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2. Caracteristicas del VIH-1

El VIH-1 es un miembro del género Lentivirus de la familia Retroviridae. El rasgo distintivo de
estos virus es su capacidad de transformar su propio material genético en forma de 4cido
ribonucleico (ARN) en acido desoxirribonucleico (ADN) mediante el enzima viral denominado

transcriptasa inversa (TI).

Virus Huesped Celula primaria infectada Enfermedad

Virus de la anemia equina infecciosa Caballo Macréfago Infeccidn ciclica en el primer afio:
anemia hemolitica y a veces

encefalopatia

Virus Visna/Maedi Oveja Macréfago Encefalopatia
Virus de la artritis-encefalomielitis Cabra Macréfago Inmunodeficiencia, encefalopatia
caprina
Virus de la inmunodeficiencia bovina Vaca Macréfago Linfadenopatia, linfocitosis,

enfermedad del SNC

Virus de la inmunodeficiencia felina Gato Linfocito T Inmunodeficiencia
Virus de la inmunodeficiencia en el Primate Linfocito T Inmunodeficiencia, encefalopatia
simio
Virus de la inmunodeficiencia humana Humano Linfocito T Inmunodeficiencia, encefalopatia

Tabla 1: Lentivirus. Traduccion de: Levy JA. Pathogenesis of Human Immunodeficiency Virus infection.

Microbiol Rev. 1993 Mar;57(1):183-289. Review.

Todos los lentivirus tienen varias caracteristicas en comun. Desde el punto de vista clinico,
producen enfermedades con largos periodos de incubacién, induciendo frecuentemente un estado
de inmunosupresion que puede afectar al sistema hematopoyético y al sistema nervioso. También se

han asociado con artritis y estados de autoinmunidad "*Y**** (tabla 1).

Desde el punto de vista biolégico, afectan de manera especifica determinadas especies, son
exogenos, no oncogénicos y producen un efecto citopatoldgico en determinadas células infectadas.
También comparten caracteristicas comunes a nivel bioldgico, como por ejemplo, un gen gag
truncado con el que se procesan varias proteinas Gag, una envuelta altamente glicosilada y la

presencia de genes accesorios y reguladores "V 1%%%,

El virion maduro del VIH mide aproximadamente 100-120 nm de didmetro (figura 1). La

envuelta del virus estad formada por la membrana de la célula huésped, con proteinas de la envoltura

viral como son gpl120 y gp4l y proteinas propias de la célula huésped como las proteinas del
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Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) clase Il. La matriz incluida entre la envoltura y el core
o nucleo esta formada principalmente por la proteina pl7, que es una proteina miristilada en una
glicina en su amino terminal. La miristilacion de esta proteina es necesaria para la produccién del
complejo de preintegracidén que se dirige al nucleo y permite al VIH-1 infectar e integrarse en las
células que no se dividen como los macréfagos. Las proteinas no miristiladas producen viriones no
infecciosos. Por otra parte, también tiene funciones extracelulares mediante su unidén a los
receptores de las células mononucleares de la sangre periférica e incrementando la produccién de
citoquinas proinflamatorias y contrarresta la accién de la interleuquina-4 (IL-4)!P¢ Francescel-

Envuelta ap120 ad ¢

CKMH clasell

Transcriptzsa

Inwersa
Mucleo pd 3

Figura 1. Estructura del viridn del VIH-1. Imagen adaptadadel “Structure of the human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1)
virion”.Mandell GL, Bennett JE, Dolin R. “Mandell, Douglas and Bennett’s principles and practice of infectious diseases” 2010.Churchill
Livingston Elsevier. 7a edicion pg 2326.

CMH clase Il: Complejo Mayor de Histocompatibilidad clase II.

El core, de forma cdnica, esta formado por dos moléculas de ARN monocatenario y las proteinas
necesarias para las fases iniciales de la infeccion. EI DNA proviral del VIH-1 integrado en las células,
sigue la estructura genémica bdsica comun a todos los retrovirus y esta formada por los genes gag-
pol-env flanqueados simétricamente por dos repeticiones terminales largas (LRTs, siglas en inglés)
virales completas y las secuencias celulares que representan los puntos de integracién en la célula
(figura 2). Estas LRTs contienen secuencias reguladoras de la transcripcion, sefiales de
procesamiento del ARN, lugares de ensamblaje y los lugares de integracion ™" Ademas presenta

los genes reguladores tat y rev y los genes accesorios vpr, vpu, Vif y nef.
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Gag Vif — Rev— Nef

LTR LTR
Pol Vpr Env

Vpu

Figura 2: Organizacion del genoma del VIH-1. Adaptacion de: Fanales-Belasio E, Raimondo M, Suligoi B, Butto S. HIV virology and

pathogenetic mechanisms of infection: a brief overview. Ann Ist Super Sanita. 2010;46(1):5-14. Pag 6.

El gen gag codifica las proteinas estructurales del core (p24, p7, p6) y de la matriz (p17) y el gen
env codifica las glicoproteinas de la envuelta gp120 y gp41 que reconocen los receptores celulares.
El gen pol codifica los enzimas necesarios para la replicacion viral que son transcriptasa inversa (Tl)
qgue convierte el RNA viral en DNA, la integrasa que incorpora el DNA viral en el DNA de la célula

huésped y la proteasa que separa las proteinas Gag y Pol en sus diversos componentes.

La escisidn del precursor proteico Gag por la proteasa produce los componentes estructurales
del core y de la matriz virales. A partir del ARN mensajero (ARNm) viral se forma una larga
poliproteina, llamada p55, que es dividida en cinco proteinas virales por la proteasa (p17, p24, p7, pl
y p2). La ausencia de funcién de este enzima, ya sea por la desaparicion de la misma o por el efecto

de los farmacos antirretrovirales, conlleva la formacién de particulas virales no infecciosas.

La proteina viral Tat (Transactivador transcripcional) se une a una estructura en horquilla del
ARN viral en transcripcion localizado en el extremo 5°-LTR de todos los transcritos virales (conocida
como TAR, elemento de respuesta a la transactivacién, del inglés Transactivation Response
Element). Aunque mayoritariamente actuda a nivel de la elongacién transcricional mas que como
iniciadora por si misma de la transcripcidon. Requiere la presencia de varios cofactores para su
correcto funcionamiento como son la kinasa asociada a Tat, la kinasa dependiente de ciclina 9 y la

cicling T [Emerman]

Rev (Regulador de la expresion viral) es una proteina que transporta los transcritos de ARN
virales entre el nucleo y el citoplasma. Se sintetiza en el citoplasma y pasa al nicleo donde se une a
la secuencia RRE (del inglés, Rev response element) presente en los transcritos virales no procesados

y los dirige hacia el citoplasma donde pueden ser traducidos en proteinas virales por los ribosomas.

El papel de la proteina Vpr (acronimo en inglés de proteina virica reguladora, “Viral protein

regulator”) podria ser explicado por la necesidad de maximizar la produccidn viral durante el corto
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periodo de tiempo de supervivencia de las células infectadas. Esta proteina impide la proliferaciéon a
las células infectadas produciendo que permanezcan mas tiempo en la fase G2 del ciclo celular que

es cuando la LTR viral es mas activa por lo que se aumenta la produccién viral.

La proteina Nef (“Negative factor”), es una proteina con capacidad de regular de manera
negativa la actividad transcripcional del VIH-1 (de ahi su nombre). Actda disminuyendo la expresion
de CD4 en las células infectadas, principal receptor celular del VIH-1, mediante el aumento de la
tasa de endocitosis de CD4 y la degradacién lisosomal. Una de las ventajas de esta regulacion
negativa podria ser que la eliminacidn del exceso de CD4 facilitaria el transito de la proteina Env
hacia la superficie celular y asi la formacidon de nuevos viriones. También disminuye, aunque en
menor grado, la expresion en la superficie celular del CHM-I, lo que afecta a la capacidad de los

linfocitos T citotdxicos para eliminar las células infectadas por el VIH-1""¢!,

Vpu (acrénimo en inglés de proteina virica desconocida, “Viral protein unknown”), se localiza en
la membrana interna de la célula y de igual modo que nef, regula negativamente la presencia de
CD4. Elimina el receptor CD4 de los complejos formados por el receptor CD4 y la proteina virica Env
para que ésta pueda alcanzar la membrana celular y pueda continuar el ensamblaje de los viriones,

facilitando ademas la liberacion de los mismos de la superficie celular™ ™",

Vif (factor de infectividad virica), aumenta la infectividad del VIH-1. Es una proteina de 23 kD
esencial para la replicacidn del VIH en los macréfagos y en los linfocitos de sangre periférica, las
dianas naturales de la infeccion por el VIH-1. Sin embargo, existen otras células donde la proteina Vif
no es tan necesaria, llamadas lineas celulares permisivas para los mutantes Vif-negativos. Los
viriones producidos en este tipo de células pueden infectar células no permisivas pero estos virus no

[Lecossier]

son capaces de propagar la infeccion

La proteasa es un enzima plenamente activo en forma de dimero formado por dos subunidades
idénticas de 99 aminodcidos cada una, que se separa de manera auténoma durante el proceso de
ensamblaje viral. Si no funciona esta proteina se producen particulas no infecciosas que contienen

proteinas Gag no escindidas (y por tanto no funcionantes) ",
La integrasa es el enzima que media en la integracién del DNA viral bicatenario en el genoma de

la célula huésped. Una vez integrado, el provirus puede ser considerado un elemento genético

estable que permanecera durante toda la vida de la célula.
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3. Transcriptasa inversa (TI)

La Tl es una ADN-polimerasa dependiente de ARN. Es un enzima muy versatil, pudiendo
sintetizar copias de ADN tanto del ARN como de las plantillas de ADN y degradar el RNA viral de los
hibridos ARN-ADN. La estructura de la Tl en forma de heterodimero asimétrico con dos subunidades
(p51 y p66), demuestra las bases moleculares de la resistencia a los farmacos antirretrovirales. La
subunidad mayor (p66) contiene los sitios activos para ambas actividades enzimaticas (ADN
polimerasa y ARNasa), mientras que la subunidad menor tiene un papel estructural. Los subdominios
de la polimerasa tienen forma de mano: los dedos (residuos 1-85 y 118-155), la palma (residuos 86-
117 y 156-236), el pulgar (residuos 237-318) y por ultimo existen unos residuos de conexion (319-
426). Ambas subunidades poseen los mismos dominios polimerasa y de conexién, sin embargo la
posicion espacial de los subdominios es diferente, por lo que mientras la subunidad p66 posee una
conformacion catalitica “abierta”, la subunidad p51 adopta una conformacién “cerrada” con un

| [Sluis-Cremer]

papel badsicamente estructura

Este enzima juega un papel fundamental en la diversidad genética de los retrovirus. Se ha
calculado la fidelidad de transcripcion del enzima en diferentes retrovirus midiendo la tasa de
incorporaciones erréneas en plantillas definidas. Para el VIH-1 esta tasa oscila entre 1:1700 y 1:4000
incorporaciones erréneas por nucledtido por replicacién. En general se estima que para el genoma
de 9.7kb del VIH-1, la tasa de errores in vivo es una incorporacion errénea por ciclo de replicacién
[Daveneort] ') 35 variantes producidas por la TI generan diversidad de secuencias que pueden emerger en
determinadas condiciones, como por ejemplo, bajo la presidn selectiva de la respuesta inmune o los
propios farmacos antirretrovirales. Sin embargo, a su vez, esta ausencia de fidelidad, favorece el uso

de los analogos de los nucledsidos para la formacién del ADN viral y no del ADN celular [Mandell]

La Tl requiere un primer o iniciador y una plantilla, como la mayoria de las ADN polimerasas. La
sintesis del ADN se inicia a partir de un primer de ARN de transferencia (tARN) de la célula huésped,
que en el caso del VIH-1 es tRNAlys3 (en inglés). En el genoma viral, cerca del extremo 5’, hay un
segmento de 18 nucledtidos, llamado “prime binding site” (PBS) o sitio de unién del cebador que es
complementaria a los 18 nucledtidos del extremo 3’ del tRNAlys3. La hebra “positiva” del genoma
viral sirve de plantilla, por lo que la primera hebra de ADN formada es la “negativa”. Se forma
entonces un hibrido ARN/ADN que es degradado parcialmente en su hebra de ARN por las ARNasa

H, manteniendo la hebra de ADN. Al ser las secuencias 3’ y 5’ del genoma viral iguales (LRT), la hebra
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“negativa” del ADN se hibrida con la secuencia R en el extremo3’ de una de las dos fibras de ARN del
virion, constituyendo el llamado “primer salto” o transferencia de la cadena “negativa”. A partir de
aqui, la sintesis de la hebra “negativa” de DNA puede continuar a lo largo del ARN viral. A la vez que
la Tl va sintetizando el nuevo DNA, la ARNasa H va degradando la cadena de ARN. Existe una zona
cerca del extremo 3’ en el ARN viral especialmente resistente a la escisién de la ARNasa H, llamada
PPT (polipurine tract, en inglés) que es empleada como primer para la sintesis de la cadena de ADN
“positiva”. La sintesis de la cadena positiva se mantiene hasta que la Tl comienza a copiar el primer
ARNt, ya que aunque los primeros 18 nucledtidos pueden ser copiados, el siguiente nucleétido es
una adenosina modificada que no puede ser transcrita por la Tl. Una vez que el extremo 3’ del ARNt
ha sido transcrito a ADN, se crea un nuevo hibrido ARN/ADN que es nuevamente sustrato de la
ARNasa H. En la transcripcion del VIH-1, la ARNasa no retira todo el primer del ARNt,
excepcionalmente escinde de manera precisa un nucledtido de la unidn entre el ADN y el ARNt,
dejando una ribo-adenosina en el extremo 3’ de la cadena de DNA viral negativa. Este paso
constituye el segundo salto o la transferencia de la cadena “positiva”. La exposicion del extremo 3’
de la cadena positiva del ADN permite transferir al extremo 5’ de la cadena negativa a la hebra
positiva. Una vez realizada esta segunda transferencia, ambas hebras de DNA son extendidas hasta
que todo el ADN es una doble cadena, creando un ADN que tiene las mismas secuencias en ambos

extremos (llamadas LTRs) r@fianos].
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4. Ciclo vital del VIH-1

En el ciclo de replicacidon del VIH-1 se pueden distinguir dos fases, una inicial temprana que
consta de 4 pasos: unién y entrada en la célula, liberacién en el citoplasma, transcripcién inversa e
integracién del provirus; y una fase tardia que dura toda la vida de la célula y que se corresponde

con la sintesis y regulacidn de las proteinas virales y la formacidn de los nuevos viriones (figura 3).

La infeccién comienza con la unién de la gp 120 de la superficie del viridn con la molécula CD4
qgue se encuentra en la superficie del 60% de los linfocitos T, en las células T precursoras de la
medula désea y el timo, en macréfagos y monocitos, células dendriticas y células de la microglia del
sistema nervioso central. La molécula de CD4 actia como co-receptor del complejo mayor de
histocompatibilidad clase Il durante el reconocimiento de un antigeno extrafio por parte de la célula
T Micell  Sjy embargo, esta unidn no es suficiente para permitir al VIH entrar en la célula. Se ha
demostrado que es necesaria también la presencia de unas pequefias proteinas producidas por los
linfocitos T CD8, llamadas quemoquinas. Cuando la proteina gp120 se une a la proteina CD4, la
envoltura del virus sufre un complejo cambio estructural que permite exponer un dominio concreto
donde se unen los receptores de quemoquina especificos de la membrana celular. Los dos co-
receptores mas frecuentes usados por el VIH-1 son el CXCR4 y el CCR5. Existen virus “M-trépicos”
que pueden infectar de manera primaria macréfagos y linfocitos T CD4 vy usan principalmente el
ligando CCR5, otros virus llamados "T-tréficos” que infectan principalmente linfocitos T CD4 y lineas
celulares T via CXCR4 y existen virus llamado “duales” que pueden infectar las tres lineas celulares y

(Gl "E| tropismo CCRS5 es el predominante en las fases inicial

pueden emplear ambos co-receptores
y crénica de la infeccidn por el VIH-1 y ha demostrado tener un papel importante en la persistencia
del VIH-1 ya que por ejemplo, los sujetos que son homocigotos para el alelo CCR5 Delta32 estan
protegidos de la infeccion ®®™°" y el trasplante de células madre CCR5 Delta32/Delta32 ha

demostrado estar asociado con un control a largo plazo de la infeccidn [Hutter]

Una vez se han fusionado las membranas, el core viral entra en la célula y se libera el ARN viral

en el citoplasma, donde tiene lugar la transcripcion inversa.

La Tl actia de una manera ordenada vy similar en todos los retrovirus, comenzando por el

extremo 5’ y dando lugar a una hebra de ADN negativa, como se ha explicado anteriormente. La
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concentracién de nucledtidos en el citoplasma puede ser un factor limitante para la transcripcion,

especialmente en las células que no estan en fase replicativa [Mandell]

A continuacidn, se produce la migracién hacia el nucleo del complejo de pre-integracion que
estd formado por proteinas celulares, por proteinas viricas y tanto por el ARN viral como por el
nuevo ADN virico que se va formando en el citoplasma a la vez que éste es importado hacia el
nucleo. Este proceso, dependiente de energia, emplea las sefiales de localizacién presentes en la

Mandell // Bukrinsk .
[Mandell // Bukrinsky] "£ove paso es especialmente

proteina de la matriz p17, en la Vpr y en la integrasa
importante, ya que el VIH-1 a diferencia de otros retrovirus, es capaz de realizar la integracién a

pesar de que la célula no se replique como por ejemplo en macréfagos y monocitos.

Figura 3: Ciclo vital del VIH-1. Adaptacién de “The life cycle of human immunodeficiency virus type 1”.
Mandell GL, Bennett JE, Dolin R. “Mandell, Douglas and Bennett’s principles and practice of infectious diseases”

2010. Churchill Livingston Elsevier. 72 edicion pg 2324

Posteriormente, cuando la célula se replica, lo hace también el genoma viral y usando los
enzimas celulares se lleva a cabo la sintesis de las proteinas virales. Los nuevos viriones se
ensamblan y brotan de la célula infectada para madurar en el exterior y poder infectar nuevas
células. Los factores que precipitan la produccidn de virus por la activacion de los promotores virales

pueden ser tanto viricos como celulares. Asi por ejemplo, factores externos como coinfeccién con
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otros agentes, la produccidn de citokinas pro-inflamatorias y la propia activacién celular pueden

aumentar la replicacion viral [fonda et a// Kawakami 1988 ]

El brote de los nuevos viriones se realiza en microdominios especializados de la membrana
celular que se caracterizan por una composicién lipidica diferente, con altas concentraciones de

colesterol, esfingolipidos y glicolipidos 2!,
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5. Tratamiento antirretroviral de la infeccién por VIH-1

a) Curso clinico del VIH-1

El curso de la infeccion por el VIH-1 sin tratamiento abarca alrededor de 10 afios (figura 4). Las

fases que comprende son la infeccidn primaria, la diseminacidn a los drganos linfoides, el periodo de

latencia clinica, el aumento de expresién del VIH-1, la enfermedad clinica y la muerte. En los

pacientes no tratados la muerte acontece normalmente a los 2 afios del inicio de los sintomas.
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Figura 4: Curso de la infeccion por el VIH-1 no tratada. Adaptacion de la figura tomada: de Fauci AS. Pathogenesis and New

Prevention Interventions. CID 2007:45 (Suppl 4) pag S208.

Después de la infeccidon primaria existe un periodo de entre 4 y 11 dias entre la infeccion de

d

mucosa y la viremia inicial. La viremia es detectable alrededor de 8-12 semanas después de la

infeccidn. El virus se extiende ampliamente por el cuerpo en este periodo, incluyendo los érganos

linfoides. Muchos pacientes (hasta un 50-75%) desarrollan un sindrome mononucleosis-like (fiebre,

rash cutdneo, mialgias y faringitis) entre 3 y 6 semanas después de la infeccion aguda. Existe una

importante caida en el recuento de linfocitos T CD4 inicial, pero entre 1-3 semanas después se

desarrolla una respuesta inmune frente al VIH-1 que ocasiona una disminucién de la carga viral y el
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consiguiente aumento de la cifra de linfocitos T CD4. A pesar de esta respuesta, el sistema inmune

no es capaz de eliminar completamente la infeccidn, ya que el virus persiste en los érganos linfoides.

El periodo de latencia puede durar hasta 10 afios. Durante este tiempo existe una replicacion
continua del VIH-1, se estima que cada dia unos 10 billones de particulas de VIH son producidas y

destruidas %!

. La vida media del virus en plasma es alrededor de 6 horas. El ciclo de vida del virus
(desde que infecta una célula hasta que se producen los nuevos viriones que infectaran otras
células) es de alrededor de 2.6 dias y mientras que los linfocitos T CD4 que tienen unas tasas de
recambio similares cuando estan “sanos”, cuando estan infectados su vida media se reduce a 1.6

dias.

Los pacientes con viremias mas elevadas progresan hacia fases sintomaticas mas rapidamente
que aquellos que presentan viremias bajas. Durante el periodo de latencia la reduccién de CD4 es
aproximadamente -50 cels/mm?>. Las infecciones oportunistas y las neoplasias asociadas al SIDA

aparecen cuando la cifra de CD4 se encuentra por debajo de 200 cels/mm?®.

La infeccion se suele establecer por una Unica variante del virus (normalmente M-trdpica). Sin
embargo la tasa de error de la transcriptasa inversa es tan elevada que pronto se acumulan
“cuasiespecies”. El cambio de tropismo del virus hacia T-trépico se acompaifia normalmente de

mayor virulencia y mayor efecto citopatico y por tanto, de progresion a la fase sintomatica de SIDA.

El tratamiento antirretroviral logra evitar la progresiéon a SIDA y aumentar tanto la esperanza

como la calidad de vida de los pacientes.

b) Inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de los nucleésidos (ITIN)

Debido a que la transcripcion del material genético es un paso clave en el desarrollo de la
enfermedad, al inicio de la pandemia los investigadores comenzaron a desarrollar farmacos que
inhibian la accién de la TI, los llamados inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de los

nucledsidos (ITINs), Stein//Martin]

El primer farmaco que se empled para controlar la enfermedad fue la zidovudina (AZT),
desarrollada a mediados de la década de los 60 como agente antitumoral. Se observd que su
metabolito trifosfato (AZT-TP) competia con los nucledsidos enddgenos para la sintesis del DNA

proviral, finalizando la cadena de produccién del DNA e inhibiendo la actividad de la TI 19",
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Posteriormente se han desarrollado hasta 7 inhibidores de los nucledsidos como son didanosina
(ddl), zalcitabina (ddC), estavudina (d4T), lamivudina (3TC), abacavir (ABC), emtricitabina (FTC) y un

inhibidor de los nucledtidos: tenofovir disoproxilfumarato (TDF).

A pesar del desarrollo de nuevas familias de farmacos antirretrovirales, los ITINs son el pilar
sobre el que se asientan las diferentes pautas de tratamiento antirretroviral de gran actividad
(TARGA), adquiriendo mayor importancia en los paises subdesarrollados donde en algunos casos son

los Gnicos antiretrovirales disponibles [El-Khatib Z, AIDS Clin Res. 2011 // El-Khatib Z, BMC Public Health. 2011 // McIntyre]

Los nucledsidos estan formados por la unidn de una base nitrogenada y una pentosa. Al unirse
un grupo fosfato, obtenemos los nucledtidos, que son los componentes moleculares basicos del
ADN y del ARN. Los nucledtidos pueden ser analogos de las purinas (adenina y guanina) o de las

pirimidinas (timina, uracilo y citosina).

Practicamente todos los organismos pueden sintetizar de novo los nucleétidos de purina y
pirimidina en cantidades suficientes para satisfacer sus necesidades a partir del nitrogeno de algunos
aminoacidos y de la ribosa - 5-fosfato. Sin embargo, también es posible la sintesis a partir de los
nucledsidos o las bases nitrogenadas obtenidas por la degradacidn de los acidos nucleicos en el

aparato digestivo, que es la denominada sintesis de rescate.

Los ITINs entran en la célula por difusion pasiva o por difusion facilitada (Na (+)-nucledsido). El
transporte activo es importante debido a la hidrofilia de los ITINs y a la permeabilidad limitada
celular. Mdltiples miembros de la superfamilia de transportadores de solutos, formada por mas de

350 transportadores Heiee]

, pueden transportar los ITINs.

Una vez en el interior de la célula, la distribucion y proporcion de metabolitos fosforilados es
controlada por el equilibrio entre los enzimas de fosforilacién y los de defosforilacion. Los ITINs
pueden ser considerados pro-farmacos ya que necesitan previamente ser convertidos en nucledtidos
5-trifosfato, para lo que necesitan el empleo de los enzimas celulares. Al carecer de grupo 3’

hidroxilo en su fraccion del aztcar, su utilizacién por parte de la Tl finaliza la sintesis del ADN 221"

19%] E| primer paso de fosforilacién, a menudo limitante, suele ser catalizado por las cuatro
deoxinucleosido kinasas implicadas en la via de recuperacién de nucleésidos enddgenos, que son:

deoxicitidina kinasa del citosol, timidin kinasa 1 (TK1), deoxiguanosina kinasa mitocondrial y timidin
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kinasa 2 (TK2) [Barini 19871 nrychas de las enzimas implicadas en las vias de recuperacién de los
deoxinucleosidostrifosfato (ANTPs) permanecen activas durante todo el ciclo celular, probablemente
a consecuencia de un requerimiento constante de suministro de dNTPs necesario para la reparacion
del ADN vy para la replicacion del ADN mitocondrial. Sin embargo la TK1 se expresa especificamente
durante la fase S del ciclo celular. Dado que tanto el AZT como el d4T dependen de la TK1 para su

activacion, el efecto de estos dos farmacos es menor en células en reposo (Gao 1993)

Ademas de la defosforilacion, algunos ITINs, como por ejemplo AZT, ddl, d4T y ABV, son
metabolizados y se excretan en forma de sus metabolitos fundamentalmente. El AZT ademas, sufre
la acciéon no especifica del citocromo P450 y de sus reductasas, formandose un metabolito que

* (@M por su parte, el ddl y el d4T ademas de

contiene un grupo amino en su extremo 3
interaccionar con los enzimas del metabolismo de los nucledsidos y nucledtidos (para la formacion
de sus metabolitos trifosfato activos), también son catabolizados por los enzimas de las vias de

degradacion celulares "7,

Después de la fosforilacién a sus respectivas formas trifosfato, los ITINs compiten con los

nucledtidos enddgenos para la formacion del ADN viral por parte de la Tl.

Una caracteristica importante de los ITINs es que son activos frente la Tl del VIH-1 pero también

frente la Tl de otros retrovirus como el VIH-2, el virus de inmunodeficiencia del simio... [Ba7rni 1%

1996]

Los efectos secundarios asociados a los ITIN son: sindrome de hipersensibilidad (relacionado
con el ABC), rash, efectos gastrointestinales (como flatulencia, nausea, diarrea...), astenia, mialgia,
insuficiencia renal aguda y sindrome de Fanconi, dislipemia y sindrome de lipodistrofia, pancreatitis,

acidosis lactica, neuropatia periférica.

i) Via metabdlica de las pirimidinas

Los nucledsidos estan formados por la unidn de una base nitrogenada y una pentosa. Si se une
un grupo fosfato, obtenemos los nucledtidos, que son los componentes moleculares basicos del ADN
y del ARN. Los nucleétidos pueden ser analogos de las purinas (adenina y guanina) o de las

pirimidinas (timina, uracilo y citosina).
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Practicamente todos los organismos pueden sintetizar de novo los nucledtidos de purina y
pirimidina en cantidades suficientes para satisfacer sus necesidades a partir del nitrogeno de algunos
aminoacidos y de la ribosa - 5-fosfato. Sin embargo, también es posible la sintesis a partir de los
nucledsidos o las bases nitrogenadas obtenidas por la degradacidon de los acidos nucleicos en el

aparato digestivo, es la denominada sintesis de rescate.

La sintesis de novo tiene lugar en 6 pasos (figura 5), con una compartimentalizacién celular de
pasos especificos en el citosol o la mitocondria, permitiendo cambios en la tasa metabdlica segln
necesidad. En la sintesis de las purinas, el material de partida es una forma activada de la ribosa- 5-
fosfato, sobre el que se va a formar paso a paso, un anillo purinico, lo que conduce directamente a la
produccién de un nucleétido. Sin embargo, la sintesis de las pirimidinas es mas sencilla ya que
primero se ensambla un anillo simple de pirimidina y después se une a una ribosa fosfato para
formar uridinmonofosfato (UMP). Los enzimas que catalizan la sintesis de UMP son: el CAD formado
por Carbamoylfosfato sintetasa Il (CPS Il), Aspartato transcarbamoylasa (ATCasa) y la Dihidroorotasa
(DHOasa), la dihidrooroato deshidrogenasa (DHODH) y la uridinamonofosfato sintasa (UMPS).
presencia del enzima DHODH en la superficie externa de la membrana interna mitocondrial vy la
conexién funcional a la via de la ubiquinona de la cadena respiratoria, aseguran suficiente aporte
energético y convierten a la via de sintesis de las pirimidinas en un marcapasos para el crecimiento

celulartofer,
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Figura 5. Sintesis de novo de las pirimidinas y ciclo de la urea

TRENDS in Molecular Medicine Vol. 11 No.9 Septiembre 2005 Pag. 431

El UMP es el nucledtido pilar desde el que se forman los nucleétidos de uridina di- y tri-fosfato

mediante las kinasas dependientes de adenosintrifosfato (ATP). La citosina trifosfato (CTP) sintasa
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cataliza la formacidon de CTP desde UTP, usando el grupo amida de la glutamina en una reaccién

[Simmonds]

dependiente de ATP y guanosintrifosfato (GTP) . La uridina y la desoxiuridina difosfato se
forman de la citidina o la desoxicitidina por la citidina deaminasa. La deoxiuridina difosfato (dUMP)
es defosforilada para producir deoxiuridina monofosfato (dUMP) y ser convertida mediante la
timidilato sintasa (TS) a deoxitimidina monofosfato (dTMP) usando acido (N5, N10-)

[Loffler]

metilenetetrathidrofolico La conversidon de ribonucledtidos difosfato a deoxiribonucledtidos

difosfato es catalizada por la ribonucleétido reductasa tanto para nucleétidos de pirimidina como de

purina [Chabes]

. La cantidad de deoxitimidina sélo aumenta notablemente durante la replicacién del
ADN. La defosforilaciéon de los deoxinucledtidos monofosfato de pirimidina a sus correspondientes
nucledsidos es catalizada por las 5’ — nucleotidasas, lo cual constituye un requisito necesario para su

liberacidén a la circulacion.

Existe también una via de rescate de nucledtidos mediante las Timidilato quinasas (TK) 1y 2
que reciclan la deoxytimidina de la renovacion celular y de la dieta. La TK1 es sintetizada en el
citoplasma durante la fase S de la divisidon celular y posteriormente es degradada intracelularmente.
La TK2 se localiza en la mitocondria y su sintesis también depende del ciclo celular. Ambas quinasas
son inhibidas por la timidina trifosfato (TTP), que es producto de la fosforilacion de la timidina. Esto
permite mantener una cantidad de TTP disponible para la sintesis de acidos nucleicos sin saturar el

sistema.

La importancia de mantener la via de las pirimidinas intacta radica en su primordial papel en
la regulacién del crecimiento celular (alterado en los procesos malignos), lo cual las convierte en una
diana ideal para la intervencién farmacoldgica. La inhibicién de una reacciéon enzimatica concreta
origina el acumulo de los metabolitos intermedios previos a la misma y una carencia de los
metabolitos posteriores. El consiguiente desequilibrio de desoxinucledtidos puede dar lugar a
errores de codificaciéon genética y la desaparicién completa de uno de ellos, se puede traducir en la

detencién de la sintesis de ADN.

Varios enzimas del metabolismo de las pirimidinas han sido empleados como dianas para el
desarrollo de diversos farmacos. Asi por ejemplo, de entre los inhibidores de la DHODH, la

atovacuona ha demostrado su eficacia en el tratamiento de infecciones oportunistas y de la malaria

(Hudsonl yientras que la leflunomida ha sido empleada como farmaco inmunomodulador en

[Rickemann]

enfermedades inflamatorias como la artritis reumatoide . Inhibidores de la TS como el 5-

[Jackman]

fluoruracilo y el metotrexate han sido empleados con éxito en el tratamiento del cancer
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En la infeccion por el VIH, los primeros que demostraron su utilidad fueron los inhibidores de
la UMPS (6-azauracil, pirazofurina) y los inhibidores de la ribonucleétidoreductasa (p. ej. hidroxiurea)
[Christopherson] 'Fy o] caso de los inhibidores de la UMPS, los farmacos eran capaces de inhibir la sintesis
de novo de las pirimidinas, paso esencial en la replicacidn del VIH, del Plasmodium falciparum o del

Toxoplasma godii, sin embargo, su uso estaba limitado por su toxicidad (storhersen]

c) Inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de los nucledsidos (ITINNs)

Los primeros ITINNs en ser identificados fueron el 1-(2-2 hidroxietoxymetil)-6-(feniltio)timina
(HEPT) en 1989 M¥asakal v | tetrahidroimidazol[4,5,1-jkj][1,4]benzodiazepin-2(1H)-uno (TIBO, siglas
en inglés). La union de los ITINNs a la Tl en un bolsillo hidrofébico localizado en el dominio catalitico
induce un cambio conformacional que influye en la propia actividad catalitica del enzima "™ A
diferencia de los ITINs, los ITINNs no necesitan ser metabolizados para ejercer su accion sobre la Tl y
son inhibidores especificos de la Tl del VIH-1 y no son activos frente a otros retrovirus (82" and be
Clercq, 1996, 19%) " Ccyriosamente, a pesar de la heterogeneidad en términos de estructura molecular,
todos los ITNNs se unen a la misma region de la Tl (localizada en el dominio de la palma de la

subunidad p66 a una distancia aproximada de la regién catalitica del enzima de 10 A.

El primer ITINN aprobado por la FDA fue la nevirapina (NVP) en 1996, seguido de la delavirdina
en 1997 y del efavirenz (EFV) en 1998. La etravirina (ETV) es un ITINN de segunda generacion
aprobado en 2008 por la FDA para el uso en pacientes con infeccion por VIH-1 resistente a los ITINNs

de primera generacion.

Ademas del cambio conformacional de la Tl, recientemente se ha descubierto que los ITINNs
pueden interferir en distintos pasos de la transcripcion inversa mediante la inhibicidn o el estimulo
de la ARNasa H. Este efecto depende de la plantilla y del inhibidor empleado. Asi por ejemplo la NVP
y el EFV aumentan la heterodimerizacion de la TlI mientras que la delavirdina no, aunque no parece

gue este efecto interfiera en la inhibicidn de la transcripcion inversa.
Existen datos estructurales y de los experimentos cinéticos previos que muestran que los ITINNs

no inhiben directamente la formacidn del enlace fosfodiester, sino que evitan el posicionamiento

correcto de los dNTP en relacion con el primer/ molde terminal. Este es un mecanismo adicional por
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el que los ITINNs inhiben la TI Pt £ 3umento de la afinidad en la unién de la Tl por los dNTs y
también por las formas trifosfato de los ITINs en presencia de los ITINNs, podria explicar la fuerte
sinergia y la eficacia de estas dos clases de farmacos cuando se administran juntan (generalmente

como tratamiento de primera linea en pacientes naive, es decir, no tratados previamente).

Los efectos secundarios mas frecuentes de los ITINNs son sindrome de hipersensibilidad, rash
(incluyendo sindrome de Stevens-Johnson y necrolisis epidérmica téxica), elevacién de los enzimas
hepaticos, hiperlipidemia y efectos sobre SNC (suefos vividos, mareo, sensacion de abotargamiento,

relacionados sobre todo con el uso de EFV).

d) Inhibidores de la proteasa

La proteasa viral es fundamental para la generacién de particulas virales infectivas. El
conocimiento de la estructura y del funcionamiento del enzima ha permitido el desarrollo de

farmacos inhibidores de la proteasa (IPs).

El primer IP aprobado por la FDA fue el Saquinavir en 1995, formulado inicialmente como una
capsula que se toleraba bien pero que no conseguia una reduccién de la carga viral (CV) mantenida
(Noblel  Aproximadamente un 50% de los pacientes que recibian SQV en monoterapia presentaban al
afio CV elevadas con virus con sensibilidad disminuida a SQV, principalmente debido al desarrollo de

| [Jacobsen]

mutaciones 48V y/o 90M en el gen que codifica la proteasa vira

La introduccion de los IPs en el tratamiento antirretroviral, facilitando la terapia triple (dos ITIN
mas un IP), se denomind Tratamiento Anti-Retroviral de Gran Actividad (TARGA) y marco un antes y

un después en la vida de los pacientes infectados por el VIH-1.

Sin embargo, el uso de los IPs estuvo limitado inicialmente por el desarrollo de mutaciones que
conferian resistencia a toda la familia de los IPs cuando se administraban en monoterapia, el elevado
numero de comprimidos con estrictas recomendaciones de ingesta debido a su baja
biodisponibilidad y los efectos secundarios de los IPs de primera generacién (toxicidad renal del IDV,
severos efectos gastrointestinales, parestesias, elevaciéon de las transaminasas y de los lipidos por

parte del ritonavir).
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Para prevenir la seleccién de resistencias se llevaron a cabo dos estrategias, una consistio en
anadir a los IPs dosis bajas de ritonavir como potenciador ya que es un inhibidor del citocromo p450
y facilita que los niveles de en plasma sean mayores por lo que el virus tiene que adquirir muchas
mas mutaciones en la secuencia de la proteasa para alcanzar resistencia clinica. La segunda
estrategia fue el desarrollo de IPs de segunda generacion como el darunavir (DRV) con una alta

barrera genética para el desarrollo de mutaciones.

Los IPs de primera generacién son el saquinavir (SQV), el indinavir (IDV), el nelfinavir (NFV) y el
ritonavir (RTV). La segunda generacién de IPs la conforman el amprenavir (APV) y su profarmaco el

fosamprenavir (FAPV), el lopinavir (LPV), el atazanavir (ATV), el tripanavir (TPV) y el darunavir (DRV).

Todos los IPs a excepcién del tripanavir son inhibidores competitivos peptidomiméticos, que
imitan la forma del sustrato natural de la proteasa. Los peptidomimeticos contienen un nucleo
formado por hidroxietileno que evita la escision del IP por parte de la proteasa ™%/ ¢l | Tpy
contiene un anillo de dihidropirona como armadura central y es menos potente que los IPs

[Turner]

peptidomiméticos
Entre los efectos secundarios de los IPs destacan las alteraciones metabdlicas (incluyendo

dislipemia, hiperglicemia, resistencia a la insulina y lipodistrofia), hiperbilirrubinemia (ATZ),

nefrolitiasis y dolor lumbar (IDV), entre otros.
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6. Toxicidad mitocondrial y su implicacion en los efectos secundarios asociados al tratamiento

antirretroviral basado en ITINs analogos de las pirimidinas

A pesar de su efectividad frente al VIH-1, los ITINs presentan una serie de efectos secundarios a
largo plazo que limitan su uso. Algunos de ellos son muy graves y potencialmente mortales como por
ejemplo la acidosis lactica o la pancreatitis asociada al uso de d4T y dd| [Bissue! // John // Moore 20011 " 34y
sin embargo, pueden conllevar la incapacidad parcial o permanente del paciente para llevar una

vida activa normal, como es el caso de la neuropatia periférica grave.

Poco tiempo después de la introduccion de la zidovudina en 1987 se pudo observar la presencia
de miopatia esquelética en pacientes que recibian dicho farmacos. El andlisis de biopsias de musculo
esquelético demostrd la presencia de fibras musculares rojas rasgadas y un contenido de ADN

mitocondrial (ADNmt) menor, asi como cambios morfol4gicos en las mitocondrias ™%,

Por otra parte, diversos estudios relacionaron cambios mitocondriales en pacientes VIH-1 con la

aparicion de neuropatia periférica, resistencia a la insulina e hiperlactatemia y acidosis lactica [Dalakas //

Lo]

En 1999 se postuld por primera vez que la toxicidad mitocondrial asociada a los ITINs podria ser
la causa del sindrome de lipodistrofia asociado al tratamiento antirretroviral y a la infeccién por VIH-

1 (HALS, siglas en inglés).

a) Concepto de toxicidad mitocondrial

La mitocondria es una organela intracelular localizada en el citoplasma, descubierta en 1890 y
cuya funcidn principal es la de suministrar la energia necesaria a la célula. Esta compuesta por dos
membranas que separan el citoplasma, el espacio intermembrana y la matriz mitocondrial. Es en
esta matriz donde se encuentran las copias de ADN mitocondrial (ADNmt) , heredado de manera casi
exclusiva por via materna y cuyo genoma (compuesto por unas 16569 pares de bases, pb) fue

totalmente secuenciado en 1981.

Todas las células contienen mitocondrias excepto los eritrocitos. Una sola célula puede

contener entre cientos y miles de mitocondrias y cada una de ellas contiene entre 2 y 10 copias de
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ADNmt ™€l Al carecer de enzimas reparadores de ADN, las mitocondrias son mas susceptibles a

[Graziewicz]

las mutaciones y de hecho la tasa de mutaciones del ADNmt es 10 veces mayor que la tasa

de mutaciones del ADN nuclear Va2,

El ADNmt codifica las subunidades de 4 de los 5 complejos del sistema de fosforilacion
oxidativa, responsable ultimo de la obtencién de la energia. Sin embargo las mitocondrias también

participan en la apoptosis, en la oxidacién de los acidos grasos libres y en la homeostasis del calcio.

La toxicidad mitocondrial de los ITINs esta basada en su capacidad de inhibir a la polimerasa ¥
mitocondrial (Pol-¥). Los nucleétidos trifosfato no son Unicamente sustratos de la TI, sino que

también pueden ser empleados por la Pol-¥ para replicar el ADN mitocondrial, produciendo la

terminacion de la cadena de replicacién al carecer de grupo hidroxilo 3. Ademas de la finalizaciéon

de la sintesis, producen igualmente una inhibicion competitiva de la Pol-¥, ya que compiten con los

nucledtidos naturales para ser incorporados en la cadena de ADNmt. También inducen la aparicion

de errores durante la replicacion ya que inhiben la funcién de lectura de prueba de la Pol-¥

exonucleolitica y reducen la actividad exonucleasa reparadora de ADN al no poder ser retirados los

nucleétidos trifosfato eV 20061,

El ADNmt codifica 13 proteinas esenciales de la cadena respiratoria mitocondrial, por tanto no
importa el mecanismo ultimo por el que la replicacion de ADNmt esté comprometida ya que el

resultado final es la interferencia con la correcta sintesis de la cadena transportadora de electrones

[Lewis 2003]

mitocondrial (fig 6). La hipdtesis de la Pol-¥ postula que el tratamiento con ITINs

interrumpe la formacién de energia producida por la fosforilacion oxidativa, dando lugar a
alteraciones en la funcidon de la mitocondria, como puede ser la liberacidon de radicales libres de

oxigeno.

Algunas de las manifestaciones de los efectos secundarios a largo plazo de los ITINs muestran
semejanzas con la expresion fenotipica de las enfermedades mitocondriales hereditarias &™),
Cambios mitocondriales similares a los observados en la miopatia asociada a la zidovudina
(deplecion de ADNmt y rotura de fibras rojas) han sido observados posteriormente en la
cardiomiopatia, neuropatia periférica, resistencia a la insulina y diabetes, sindrome de lipodistrofia,

hiperlactatemia asi como acidosis lactica, esteatosis hepatica y pancreatitis [F'eischman //0tanol-
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La acidosis lactica constituye un efecto secundario de los ITINs potencialmente mortal. Aunque
se considera un efecto poco comun con una incidencia aproximada de 1 por 1000 pacientes/afio
fimhofl “ s ha publicado recientemente una incidencia de 16.1 casos por 1000 pacientes/afio en
mujeres. Esto podria ser debido a que las concentraciones intracelulares de zidovudina y lamivudina
trifosfatos son mayores en mujeres (sin que exista una concentracidn plasmatica de estas mismas

drogas mas elevada). Aunque se ha descrito disfuncién de la cadena respiratoria mitocondrial en

[Coté]

pacientes tratados con ITINs con hiperlactatemia sintomatica , el lactato plasmatico no es un

marcador fiable de toxicidad mitocondrial.

Pra-t3rmacos
delos TS

:n:|=p=l1:|:=n1sd_

—
dela Pok b

L 3

Disfuncion mitocondrial

Disminuye el ADNmt gque sAlteracion en |z cadens respiratoria
codifea 23 subunidades |::> +Disminucion de los nivelesde ATP
de loscamplejos del sistema +Aumenta de losradicales libres de oxigeno
de fosforilzcion oxidativa +Diminucion del potencial de membrana

{1

Efectas adversos

Manifestaciones d inicas de la
towicidad mitocondrial
Meuropatia, miopatia,
Alteraciones metabolicas..

Figura 6. Adaptacion de “Schematic representation of the mitotoxic effect induced by N(t)RTI according to the “Pol-& hypothesis”.
Apostolova N et al. Mitochondrial toxicity in HAART: An overview of in vitro evidence.

Curr Pharm Des. 2011;17(20):2130-44.

Sin embargo, no todos los efectos secundarios de los ITINs se deben exclusivamente a la

inhibicién de la Pol-¥, existen otros mecanismos de afectacién mitocondrial. Asi por ejemplo, Lund y

Wallace demostraron que varios ITINs podian inhibir la respiracién mitocondrial, alterar el potencial

[Lund 20041 "psteriormente los mismos autores

de membrana y la homeostasis del calcio en miocitos
publicaron datos sobre la alteracién del Complejo | mitocondrial por parte de la zidovudina y de la
didanosina en células HepG2 que ocurre a través de la fosforilacién dependiente de cAMP de este

complejo [Lund 2008].
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Se ha demostrado que la zidovudina induce diferentes alteraciones mitocondriales incluyendo
efectos directos sobre mitocondrias aisladas. Estas alteraciones incluyen mecanismos como la

[Lynx]

inhibicidn de la fosforilacion de timidina , hiveles disminuidos del citocromo oxidasa c (complejo

IV), alteraciones en la respiracion unida a NADH, inhibicidn de la adenilato quinasa y un aumento del

[Apostolova]

estrés oxidativo . En otros estudios in vitro, la zidovudina induce una ruptura de la ultra-

b [Cazzalini]

estructura mitocondrial y la expresién del ARNm del citocromo . La estavudina a su vez

puede alterar la oxidacion de los acidos grasos sin producir una deplecion del ADNmt en hepatocitos

de rata cultivados "s*"¥",

La toxicidad mitocondrial depende de varios factores. Los niveles de toxicidad dependen de la
abundancia intracelular de los ITINs ya que una vez sobrepasado cierto umbral éstos compiten con
los nucledtidos naturales 1" 2006/ tee 20031 " Aqam3s |a toxicidad puede depender de la habilidad de la
quinasa celular para fosforilar los nucledsidos analogos y producir las formas -TP. El tipo de tejido
también influye, ya que no todos los tejidos son igual de dependientes de la fosforilacion oxidativa
[Apostoloval "¢ hymero de copias de ADNmt debe caer entre un 20 y un 40% por debajo de los niveles
basales para inducir alteracion de la funcién mitocondrial. Por tltimo, aunque no menos importante,

también existe un factor relacionado con la propia susceptibilidad del individuo a presentar toxicidad

mitocondrial. En 2007 Yamanaka y cols describieron la primera mutacion de la Pol-¥ (mutacidn

R964C) unida a toxicidad mitocondrial mediada por d4T 2™l Esta polimerasa mutada presentaba

una capacidad de discriminacién entre los nucledtidos naturales y el d4T-TP tres veces menor, lo que

conllevaba una toxicidad mitocondrial mediada por d4T aumentada "],

Recientemente se ha descubierto una asociacion entre el polimorfismo E1143G de la Pol-¥ y un

aumento de la prevalencia de lipodistrofia en pacientes tratados con d4T, sin embargo se desconoce

el efecto de esta mutacidn per se sobre la toxicidad mitocondrial del d4T [apeinil

b) Sindrome de lipodistrofia y alteraciones lipidicas.

Es bien conocida desde hace tiempo la relacidén que existe entre la infeccién por el VIH, el TARGA

y los trastornos metabdlicos como son la dislipidemia, el aumento de resistencia a la insulina y la

[Estrada]

redistribucion del tejido adiposo . La combinacién de estos trastornos se asemeja al llamado

“sindrome metabdlico” que se asocia con un mayor riesgo cardiovascular y con el desarrollo de

diabetes [Expert panel 2001, JAMA]
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Uno de los principales problemas a la hora de establecer la prevalencia de la lipodistrofia es la
ausencia de criterios diagndsticos unificados para describir las alteraciones de la distribucidn grasa,
ya que en la poblacion general se emplean patrones basados en la edad, el peso y el sexo, pero éstos

[Schwenk // Carr et al 2003]

no estan bien definidos Por otra parte, un estudio reciente ha demostrado que

cuando la lipoatrofia se detecta en la exploracion clinica, ya se ha perdido al menos el 30% de la
[Podzamczer] . . . . . . .

grasa . Sin embargo muchos estudios estan realizados sobre la asunciéon arbitraria de una

pérdida del 10-20%, lo que conlleva aun mayor dificultad para poder comparar prevalencias. Es por

esto, que las cifras de prevalencia varian entre un 18 y un 83% y un 50% si se tiene en cuenta al

menos una alteracion (por ejemplo, pérdida de grasa periférica o aumento de grasa visceral o

pérdida de grasa en general) (<7 20%1,

El término “sindrome de lipodistrofia asociado a la infeccion por VIH y al TARGA” (HALS) fue
introducido por primera vez por Carr et al en 1998 para describir una nueva condicién médica
compleja que incluia una redistribucidon anormal de la grasa corporal y alteraciones metabdlicas en

pacientes que recibian TARGA basado en IPs (<" %981,

Los factores de riesgo que se han asociado al desarrollo de HALS son la duracién de la
exposicién al farmaco, estado de inmunosupresion, edad avanzada, sexo masculino, bajo nivel de

grasa previo al inicio del TARGA vy recibir tratamiento con “d-farmacos” (ddl, ddC y d4T), siendo el

d4T el mas fuertemente relacionado [S2ntMarc// Carr 2000 //Malial // Gali]

El signo clinico mds relevante es una pérdida de la grasa subcutanea (lipoatrofia) en la cara
(regiones periorbital y temporal), extremidades y nalgas. La pérdida de grasa periférica se puede
acompafiar de un depdsito de grasa visceral que puede ocasionar sintomas gastrointestinales leves.
La acumulacién de grasa también puede localizarse en la regidn dorsocervical en forma de

almohadillas grasas como la “giba de bufalo”, en el musculo y en el higado.

A pesar de que desde su descripcion inicial han sido multiples los estudios desarrollados vy las
hipdtesis empleadas para explicar su etiologia, ésta aun no esta del todo establecida. Asi, por

ejemplo tanto los IPs como los ITINs han sido asociados en diversos estudios con el desarrollo de la

[Carr AIDS 2000// Mallal AS AIDS 2000]

redistribucion de la grasa corporal, tanto a nivel clinico como in vitro

[Ranganathan// Walker] [Berhems 2006]

, siendo la combinacién de d4T y ddl particularmente dafiina . La hipétesis

[Moyle // Anderson]

mas aceptada se basa en la toxicidad mitocondrial inducida por los ITINs ,através de la
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reduccion de la produccion energética por el aumento de la apoptosis celular y de la disminucién de

[Apostolova]

la diferenciacion de los adipocitos El AZT y el d4T producen un aumento del estrés

oxidativo que conlleva una reduccidon de adiponectina y leptina y un aumento en paralelo de la

produccién de proteina quimio atrayente de monocitos tipo 1 (MCP-1, siglas en ingles) y de IL-6

(legathul por su parte algunos IPs, por ejemplo nelfinavir o lopinavir, son capaces de inhibir la

diferenciacidon de los pre-adipocitos a adipocitos mediante el aumento de especies reactivas de

oxigeno que inducen un aumento de liberacién de IL-1B y TFN-a &,

[Bacchetti]

Otras teorias propuestas se basan en el propio virus , el sindrome de reconstitucion

[Grunfeld] ") as proteinas accesorias Vpr y Nef han sido

inmune o un estado de inflamacién crénica
relacionadas con el desarrollo de resistencia a la insulina, cambios en la sintesis y almacenamiento

del colesterol y con alteraciones de la adipogénesis " (figura 7).
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Figura 7. Relacion entre el sindrome de lipodistrofia asociado a la infeccién por el VIH con la inflamacién cronica, el propio virus y los
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diferentes tejidos implicados en el sindrome metabdlico.
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El TNF-a (factor de necrosis tumoral a) es un mediador quimico con propiedades pro-
inflamatorias que ejerce un papel fundamental en la inmunidad innata y adaptativa, la proliferacion
celular y la apoptosis y que es producido por diferentes tipos celulares (macréfagos, monocitos,
adipocitos, células musculares lisas...) En el caso de la infeccién por el VIH-1, se ha relacionado
niveles elevados de dicha citoquina con el desarrollo del sindrome metabdlico asociado al VIH y al
TARGA PP Se ha asociado el polimorfismo -238A en la regién promotora del gen del TNF-a con el
desarrollo de lipodistrofia ™. Sj bien, un meta-andlisis posterior no ha podido demostrar esa
relacién Ve's°l,

Sin embargo, dado que no todos los pacientes con infeccidn por el VIH-1 con una historia
farmacoldgica similar desarrollan HALS, y que existen distintos grados de afeccidn, es légico pensar
gue existen ademas factores intrinsecos al propio paciente que favorecen una cierta susceptibilidad

personal, entre ellos los factores genéticos.

Desde el punto de vista de las alteraciones del metabolismo lipidico, existe una evolucion en el
perfil lipidico de los pacientes. Asi, en etapas iniciales de la infeccion podemos encontrar una leve

[Zangerle]

disminuciéon del HDL-c (colesterol HDL) , seguido de un aumento de particulas LDL-c

[Badiou]

(colesterol LDL) pequefias y densas (muy aterogénicas) y de apo B . Mientras que en estadios

avanzados, encontramos un aumento de la concentracién plasmatica de TG (Triglicéridos) Ve,

El propio virus contribuye a las alteraciones del metabolismo lipidico. Por una parte, aunque no
son sus células diana mds comunes, el VIH puede infectar los adipocitos produciendo una alteracién
de la diferenciacién de los adipocitos a través de sus proteinas accesorias Nef y Vpr . La liberacion en
el tejido adiposo de citoquinas pro-inflamatorias como TNF-a o INF- a producen un aumento de la
concentracién plasmdatica de TG mediante la interferencia en el metabolismo de los acidos grasos
libres (AGL) y la oxidacidon lipidica. Ademas, el VIH disminuye los niveles plasmaticos de HDL-c

lesionando el flujo del transportador de colesterol de los macréfagos en el llamado “transporte

IM

reverso de colestero [Oh]

de los tejidos hacia el higado para su metabolismo y excrecidn

Una vez iniciado el TARGA, el perfil lipidico de los pacientes varia, y lo hace de manera diferente
segun el régimen que reciban. Asi, los IPs se asocian a un aumento de los TG, del colesterol total (CT)
y de LDL-c. A pesar de que la dislipemia es un efecto secundario asociado al grupo farmacolégico, no
todos los IPs producen el mismo efecto. Ritonavir (RTV), es un inhibidor de la proteasa potente
inhibidor también del enzima hepdtico citocromo P4503A4 empleado como potenciador de otros

IPs, amentando la vida media y permitiendo disminuir el nimero de pastillas de los mismos. Un
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estudio realizado en voluntarios sanos demostré que el ritonavir empleado incluso a dosis de
potenciador (100 mg cada 12 h), aumentar los TG alrededor de un 26% y el LDL-c un 16% tan solo 2
semanas después de iniciar el tratamiento (Shafran] “cyando el ritonavir se combina con otros IPs como
lopinavir, incluso en sujetos VIH negativos, el incremento en los TG plasmaticos alcanza un 83%, en
los AGL un 30% y el VLDL-c aumenta en un 33% a las 4 semanas de tratamiento 2%, Atazanavir y

darunavir son dos 1Ps con un mejor perfil lipidico ™",

Entre los ITINs, el d4T y el AZT se han asociado con un peor perfil lipidico, con un aumento
significativamente mayor del CT, LDL-c y TG que otros ITINS, por ejemplo el tenofovir ™. Mientras
que entre los ITINNs mas empleados, EFV y NVP, el EFV ha demostrado mayores incrementos en los

TG plasmaticos (49%) que NVP vantethl,

La dislipidemia asociada al TARGA podria implicar también una cierta predisposicién genética,
ya que no todos los pacientes que toman TARGA tienen alteraciones metabdlicas comparables. Por
ejemplo, los polimorfismos llamados 482C>T y 455T>C en los genes que codifican para la
apoproteina APOC3 han sido asociados con concentraciones plasmaticas elevadas de TG vy
concentraciones disminuidas de HDL en pacientes VIH-1 0. E| polimorfismo 113T>C de los genes
que codifican para la APOAS se ha asociado con hipertrigliceridemia en pacientes tratados con

regimenes basados en |p [Gurdelal,

c) Resistencia a lainsulina

En el sindrome metabdlico que acompania a la infeccion por VIH-1 y al TARGA destacan por su
frecuencia las alteraciones en el metabolismo de la glucosa. Son multiples las teorias que explican la
resistencia a la insulina de los pacientes VIH y no pueden separarse de las hipdtesis sobre la
redistribucion grasa o las alteraciones lipidicas, ya que comparten los mismos mecanismos
fisiopatoldgicos. Ademds de los efectos deletéreos del tratamiento antirretroviral, se han asociado
una susceptibilidad genética subyacente, la edad, influencias ambientales y multiples factores

relacionados con la enfermedad ®*,

La resistencia a la insulina es la suma de los efectos del TARGA, de la inflamacién crénica, de la
edad y de la propia lipodistrofia (figura 8). Asi, el TARGA ejerce su efecto mediante la toxicidad
mitocondrial de los ITINs y la alteracién del transportador de glucosa-4 (GLUT4). Los IPs de primera

generacion como el saquinavir o el indinavir, han demostrado bloquear la captacién de glucosa
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estimulada por la insulina de manera directa a través de la inhibicién directa del GLUT4. Esta

inhibicién es no competitiva y reversible ",

Efecto directo de los
IPs sobre GLUT-4

Aumento de la resistencia
a la insulina relacionado
con la edad

Cambios inflamatorios
1 crénicos inducidos

/ por el VIH (citoquinas)
RESISTENCIA

A LAINSULINA —|

Mantenimiento de la

N

Predisposiciéon genética |—>

Toxicidad mitocondrial
en musculo mediada
por los ITINs

Aumento de la grasa en
higado y en musculo

lipdlisis mediado por la
resistencia a la insulina

Aumento de los AGL
en plasma

Esteatosis hepatica | =

Deplecion de grasa

Aumento de la
grasa visceral

Figura 8 . Causas de la resistencia a la insulina relacionada con la infeccién por VIH.
Adaptacion de: Shikuma CM, Day LJ, Gerschenson M. Insulin resistance in the HIV-infected population:

The potential role of mitocondrial dysfunction. Curr Drug Targets Infect Disord. 2005;5(3):255-62.

Los IPs que inhiben el transporte de la glucosa en la grasa también alteran la disposicion de la
glucosa en el musculo. Se ha relacionado el TARGA con la absorcién deteriorada de la glucosa en el
musculo esquelético en pacientes VIH-1 positivos mediante el uso del test “gold standard” para la
evaluacion directa de la utilizacion periférica de la glucosa en estudios farmaco-dindmicos en

diabetes, la pinza hiperinsulinémica euglucémica, B 2002,

Existen cambios inflamatorios en el tejido adiposo, como la presencia de macrofagos que
secretan citoquinas como el TNF-a y la IL-6 (interleuquina-6). Ambas se encuentran elevadas y son
probablemente mediadores de la resistencia a la insulina en la infeccién por el VIH-1 "™, Sin
embargo, el estado de inflamacidn crénica mediada por el TNF-a y otras citoquinas como la IL-6,
actua directamente sobre higado y el musculo también, aumentando los depdsitos de TG en ambos

tejidos, aumentando la produccién de glucosa hepdtica y disminuyendo el uso de la misma en el

musculo.
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El tejido adiposo juega un papel importante, no solo como depdsito de almacenamiento de

[Galic]
’

energia, sino también porque actia como el mayor tejido endocrino del cuerpo y puede
alterar la expresidn y localizacién de las proteinas de unidn al elemento regulador de los esteroles
tipo | (siglas en inglés, SREBP-1) , que influye en la expresion de factores adipogénicos. La hipdtesis
es que las limitaciones en la capacidad de almacenamiento de los triglicéridos en el tejido adiposo
pueden dar lugar a un acumulo anormal de grasa en los tejidos que responden a la insulina como el
higado y el tejido musculo-esquelético, con la consecuente interferencia en la sefalizacion normal

[Jones]

de la insulina

Se ha descubierto ademads la existencia de adipocitoquinas como la adiponectina, la leptina y la
resistina. Los pacientes VIH-1 positivos tratados con TARGA presentan un patrdn de adipocitoquinas
similar a personas con sindrome metabdlico no relacionado con el VIH como una disminucion en la
adiponectina y un aumento en la leptina. Tanto los IPs como los ITINs se han relacionado con bajos

niveles de adiponectina €t //Jones]

El tratamiento con AZT/3TC ha sido relacionado con resistencia a la insulina
independientemente de los cambios en la composicién de la grasa corporal, cuando se compara con

[Blumer]

pacientes con regimenes antirretrovirales libres de ITINs En un estudio en voluntarios sanos,

se ha visto que el empleo de d4T durante 4 semanas reduce la funcidn mitocondrial e induce

[Fleischman]

resistencia a la insulina

d) Otros trastornos asociados a la toxicidad mitocondrial

i. Pancreatitis

La pancreatitis aguda es la causa de mas de 220000 admisiones hospitalarias anuales en
EEUU. El diagndstico es fundamentalmente clinico basado en las caracteristicas del dolor abdominal,
las nduseas y la presencia de enzimas pancreaticas (lipasa y amilasa) elevadas tres veces por encima
de su limite normal "™ Desde el comienzo de la pandemia de VIH se ha producido un aumento
en la tasa anual en EEUU, llegdndose a publicar una tasa de 14 a 17 casos por cada 100 pacientes VIH

[Dutta]

positivos . Sin embargo, un estudio multicéntrico llevado a cabo por los investigadores de la

cohorte EuroSIDA entre 2001 y 2006 con mas de 9000 pacientes VIH, demostrd una tasa global de

pancreatitis “baja” con unos 1.27 casos por 100 pacientes-afio ™M™,
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Puede ser tanto la presentacién inicial del SIDA secundaria por ejemplo a una causa
infecciosa (el propio VIH o infecciones oportunistas como CMV, Criptosporidiasis o Micobacterias)
como un efecto adverso de la medicacién antirretroviral ™M°™". Los factores de riesgo asociados con
la pancreatitis en pacientes VIH son la historia de consumo excesivo de alcohol y la enfermedad
biliar (principales factores de riesgo en personas adultas sanas), hipertrigliceridemia, infecciones
oportunistas, profilaxis (por ejemplo, pentamidina), el tratamiento antirretroviral con los ITINs
(particularmente didanosina y estavudina), o el uso de otras medicaciones como los corticoides, el

[Raza]

metronidazol o las sulfonamidas El estado de inmunosupresion influye en la presentacién de

pancreatitis, particularmente con una cifra de CD4 inferior a 50 cels/mm3, tal y como han

demostrado varios estudios [fes'e"//Razal.

El mecanismo por el que ocurre la pancreatitis en los casos relacionados con el TARGA
permanece incierto. Se relaciond inicialmente con la esteatosis hepatica/acidosis lactica que
aparecian en algunos pacientes que recibian zidovudina. Posteriormente se ha descrito en relacién
con el uso de estavudina. En pacientes VIH-1 que han recibido regimenes antiretrovirales con

didanosina, se ha descrito una incidencia de pancreatitis de entre 1-7%.

Se trata de un efecto adverso serio que pone en peligro la vida del paciente. El 20% de los

pacientes con una pancreatitis aguda tienen un curso grave y de estos entre el 10 y el 30% muere.

La apariciéon de pancreatitis aguda obliga a retirar el tratamiento antirretroviral de manera

inmediata y en la mayor parte de los casos contraindica la reintroduccidn de los mismos farmacos.

ii. Neuropatia periférica

La neuropatia periférica es una de las complicaciones neuroldgicas mas frecuente de la
infeccion por VIH-1 ™21 Se pueden clasificar segun el momento de aparicién de la clinica (asociadas
o no al estadio SIDA), su etiologia (causadas por infecciones oportunistas como CMV, toxicidad del

TARGA, la propia infeccidn por el VIH-1) y si son axonales o desmielinizantes.

Los cuatro tipos mas frecuentes son: las neuropatias sensoriales asociadas a la infeccién por
VIH-1, las polirradiculopatias inflamatorias desmielinizantes (asociadas a fases iniciales de la
infeccidn), mononeupatias multiples (asociadas con mecanismos vasculiticos en las fases iniciales y a
infecciones oportunistas como CMV en fases tardias) y radiculopatia progresiva que aparece

asociada a infeccién por CMV en estadios avanzados de la infeccion por VIH-1.
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El primer grupo lo componen la polineuropatia simétrica distal (DSP, siglas en inglés) y la
neuropatia téxica asociada al TARGA (TNA, siglas en inglés), particularmente asociada a los
dideoxinucledtidos de los ITINs (ddl, ddC y d4T) y juntas constituyen la afectacién neurolégica mas
frecuente en pacientes con VIH-1/SIDA. El sintoma mas comun es el dolor, tipicamente bilateral, de
inicio gradual y descrito como sensacion de acorchamiento o disminucién de la sensibilidad dolorosa

[Conrblath] ') 3 afectacidn es mas intensa en las plantas de los pies y empeora

y sensacién de quemazon
por las noches. Frecuentemente los pacientes refieren hiperalgesia y alodinia. En la exploracion

fisica podemos encontrar reduccién o ausencia de los reflejos aquileos.

La DSP es una complicacion de estadios avanzados de la infeccidn (SIDA). Su incidencia varia de
unos estudios a otros desde un 17% en estudios realizados en pacientes ambulatorios con VIH [Wolley]
hasta un 35% en un estudio transversal de pacientes hospitalizados en San Francisco realizado al

ol La incidencia estimada en la era pre-TARGA en un estudio de cohortes

inicio de la epidemia
multicéntrico (MACS, multicentric AIDS cohort study) fue del 7% en aquellos con una cifra de CD4 <
200 cels/ mm®. Ademds de la cifra de CD4, los pacientes con CV > 10000 copias/ml presentaban un

riesgo 2.3 veces mayor de desarrollar DSP [Childs]

Se caracteriza por la degeneracidn distal de los axones largos. Este patrdn ha recibido el nombre
de “degeneracion retrégrada” porque comienza en las regiones distales y progresa de manera
centripeta. Existen diversas teorias sobre la etiologia de la DSP. Una de ellas postula la existencia de
macréfagos “hiperactivos”, que son reclutados en el contexto de cierto grado de degeneracidn
axonal secundaria a deficiencias nutricionales o abuso de alcohol u otras sustancias, y que
producirian una inflamacién multifocal en los nervios y en los ganglios de la raiz dorsal. Otra teoria,
sin embargo, se basa en la posible existencia de una “grieta” en la barrera entre la sangre y el nervio
por la que entrarian monocitos activados y citoquinas pro-inflamatorias en exceso que inducirian la
liberacion de mas citoquinas y quemoquinas con el consiguiente dafio axonal y de los ganglios de la

raiz dorsal f*eswanl

El papel que juega el propio VIH no estd bien definido, se ha considerado siempre que la
replicacion del VIH-1 en los nervios periféricos y en los ganglios de la raiz dorsal era escasa y parecia
estar confinada a monocitos /macréfagos, sin embargo Brannagan y cols demostraron replicacion de

[Brannagan]

VIH en las neuronas de los ganglios . Asimismo existe evidencia del efecto neurotéxico del
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[Thomas]

propio virus o sus genes y se ha relacionado la replicacién viral sistémica, medida como la CV

[Simpson]

plasmatica, con la intensidad y severidad del dolor

Tras la introduccién del TARGA a mediados de los afos 90 se objetivé un marcado descenso de
las complicaciones neuroldgicas ****°. Sin embargo, la prevalencia de las neuropatias sensoriales
asociadas al VIH ha aumentado en relacion al empleo en el TARGA de los dideoxinucledtidos d4T, ddl
y particularmente ddC. En el estudio MACS, por ejemplo, el TARGA resultd ser un factor asociado de

manera independiente con el desarrollo de neuropatia.

Desde que los dideoxinucledtidos fueron empleados en los ensayos clinicos en fase 1, un factor
limitante para su uso era la TNA, cuya incidencia estaba relacionada tanto con la dosis como con la
duracidn del tratamiento. Se observé TNA en todos los pacientes que recibieron ddC en dosis >0.04
mg/ Kg/dia, en el 80% de los que recibieron 0.04 mg/Kg/dia y en un tercio de aquellos que recibieron

dosis menores B,

En el caso de la estavudina, un estudio randomizado demostré la presencia de TNA en 2-4
meses tras el inicio del tratamiento en el 31% de los pacientes con dosis de 2 mg/Kg/dia, en el 15%

[Browne]

en aquellos con dosis de 1 mg/Kg/dia y en el 6% en los que recibieron 0.5 mg/Kg/dia

El desarrollo de TNA también ha sido asociado al uso de ddl, sin embargo es menos frecuente a

[kelleher] "Un estudio inicial sobre el uso combinado de ddI y d4T concluyé que la

dosis terapéuticas
asociacion era segura respecto desarrollo de neurotoxicidad ", Sin embargo estudios posteriores
han demostrado que el riesgo de TNA es mayor con el uso combinado de d4T y ddI que con el uso de

[Moore 2000]

cada farmaco por separado . El uso concomitante de hidroxiurea también incrementa el

riego de TNA [Moore 20001

Desde el punto de vista clinico y electrofisiologico la TNA es muy similar a la DSP, siendo
diferenciadas Unicamente por la relacion causal entre el empleo de dideoxinucleétidos y la aparicién
o empeoramiento de la clinica. El tiempo de instauracion de la TNA en los ensayos clinicos es entre 1
a 6 semanas después del inicio del tratamiento, dependiendo de la dosis recibida. Tras la retirada
del fdrmaco, dos tercios de los pacientes presentan mejoria de los sintomas de manera progresiva

(semanas o meses) tras un periodo inicial de empeoramiento de la sintomatologia ™.
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La etiologia de la TNA estd basada en la toxicidad de los ITINs mediada por la disfunciéon

mitocondrial explicada previamente.

El tratamiento de las neuropatias sensoriales asociadas al VIH-1 es principalmente el control
sintomdtico. En el caso de la TNA, el primer paso es o bien la retirada del farmaco responsable de la

toxicidad o bien la disminucién de la dosis empleada. Respecto al empleo de farmacos

modificadores del dolor, se han realizado multiples ensayos con amitriptilina y acupuntura ",

[Kemper] [Paice]

mexiletina e incluso capsaicina tépica que no han demostrado la superioridad de estos
farmacos sobre el placebo para controlar el dolor. El inico farmaco que ha mostrado ser efectivo en
el control del dolor ha sido la lamotrigina siendo su efecto terapéutico mas efectivo en pacientes con

TNA que con DSP [Simpson 2000y 2002]

-47 -



7. Reacciones adversas al tratamiento antirretroviral

Una reaccion adversa medicamentosa (RAM) es cualquier respuesta a un medicamento que sea
nociva y no intencionada, y que tenga lugar a dosis que se apliquen normalmente en el ser humano
para la profilaxis, el diagndstico o el tratamiento de enfermedades, o para la restauracion,
correccion o modificacion de funciones fisioldgicas. Este término incluye también todas las
consecuencias clinicas perjudiciales derivadas de la dependencia, abuso y uso incorrecto de
medicamentos, incluyendo las causadas por el uso fuera de las condiciones autorizadas y las

causadas por errores de medicacién B 1344/2007],

En el contexto de un tratamiento crénico como el TARGA con una toxicidad significativa a corto y

largo plazo, la capacidad de prediccidon de las RAM es de vital importancia.

Las RAM mas frecuentes y conocidas del TARGA son las mediadas por la toxicidad mitocondrial
de los ITINs (polineuropatia periférica, pancreatitis, lipodistrofia y acidosis metabdlica), el rash y la
hepatotoxicidad de la nevirapina, la hiperbilirrubinemia del atazanavir, la dislipemia asociada a los
IPs, los efectos a nivel de SNC del efavirenz, la tubulopatia del TDF y la reaccion de hipersensibilidad

del ABC.

Esta ultima representa el mejor ejemplo de la utilidad de cribados farmaco-genéticos en el
tratamiento de la infeccién por el VIH-1""! Aproximadamente entre un 5-8 % de los pacientes en
tratamiento con abacavir desarrollan reacciones de hipersensibilidad, que en algunas ocasiones
pueden ser mortales. Los sintomas suelen aparecer en las primeras 6 semanas de tratamiento y
frecuentemente incluyen fiebre, rash y sintomas gastrointestinales [Vierroya // Hetheringtonl = g1 500,
Mallal y cols, descubrieron una clara relacién entre marcadores del antigeno leucocitario humano

(HLA) y las reacciones de hipersensibilidad del abacavir [Mallal 2002)

Desde el afio 2009 la deteccién del HLA-B*5701 se encuentra incluida dentro de las pruebas

realizadas en la primera visita del paciente VIH-1 positivo y se recomienda antes de iniciar terapia

antirretroviral con abacavir.
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B) Farmacogenética de las reacciones adversas asociadas al tratamiento antirretroviral.

1. Conceptos generales sobre Farmacogenética

A principios del siglo XX, Sir Archibald Garrod desarrollé el concepto de la “chemical
individuality” para describir la diferente respuesta de determinados pacientes a una misma dosis
inocua de farmaco. En la década de los 1950s se demostrd la existencia de variaciones genéticas
interindividuales responsables de las reacciones adversas a farmacos con dos ejemplos: el desarrollo
de anemia hemolitica con el uso de farmacos antimaldricos por el déficit del enzima glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa y el desarrollo de apnea prolongada tras la administracién de succinilcolina

[Meyer]

debido a un déficit en el enzima pseudocolinesterasa . En 1959 el Dr. Vogel acuiié el término

farmacogenética y desde entonces el desarrollo de esta disciplina ha sido exponencial.

Sin embargo, demostrar la asociacidn de causalidad entre un polimorfismo genético y un
determinado efecto secundario o reaccion adversa resulta complicado y costoso. Muchos estudios
farmacogenéticos se centran en el efecto del polimorfismo de un Unico gen que codifica un enzimay
sin embargo la respuesta farmacoldgica es compleja, interviniendo varios genes relacionados entre

ellos y factores no genéticos.

El ADN estd formado por 3 billones de pares de bases distribuidos en dos cadenas de
polinucledtidos posicionados en antipaparalelo repartidos en 23 cromosomas. Las variaciones
pueden ser bien sustituciones, deleciones o inserciones de una base o un conjunto de bases o bien

variaciones en el nimero de copias (CNV, siglas en ingles).

La sustitucion de una base, donde un nucleétido (A, C, G o T) es reemplazado por otro, es la
variacion genética mas frecuente. Se denominan polimorfismos de nucledtido simple (SNP, siglas en
inglés), y son alteraciones de la secuencia de nucledtidos que ocurren cada 100-300 bases. El cambio

mas frecuente es C>T (Citosina por Timina) (1€,

La delecién implica la perdida de uno o mas nucledtidos. Si ocurre en las secuencias
codificadoras y abarca 1, 2 o un nimero mayor de nucledtidos no multiplo de tres, el molde de
lectura puede ser interrumpido. La insercidon implica la adicion de uno o mds nucleétidos en un gen.
De la misma manera que la delecién, si ocurre en la secuencia codificadora y afecta a un nimero de

nucledtidos no multiplo de 3, la cadena de lectura se interrumpira.
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En 1991, la expansion de secuencias de repeticién de trinucledtidos se identific6 como un
nuevo mecanismo mutacional. Desde entonces, una serie de trastornos genéticos asociados a un

gen se han relacionado con la expansion de secuencias de tripletes. et Tumpenny sian 2007]

Pueden aparecer en la region codificadora, en la regiéon reguladora o en una regién no-
codificadora del gen. Las mutaciones silentes no afectan a la expresidon génica pero pueden originar
susceptibilidad a determinadas enfermedades o influir en la respuesta a los farmacos. Sin embargo,
todas aquellas mutaciones que conllevan una alteracidon en la secuencia de aminodcidos y que
provocan la ausencia de la proteina o su mal funcionamiento, se asocian con enfermedad o

letalidad.

Las asociaciones de multiples SNP que se heredan de forma conjunta se denominan haplotipos.
Estos proporcionan mas informacién sobre la actividad genética, ya que reflejan la suma de los
efectos de los diferentes SNP %™ | 3 hipStesis de que exista una susceptibilidad genética para
padecer una determinada enfermedad o una determinada toxicidad estd basada en estudios

realizados en poblacién general ",

En el caso de los efectos toxicos del TARGA, esta susceptibilidad genética se determina en los
estudios de asociacién de genes, mediante analisis estadisticos donde se intenta relacionar SNP
candidatos con una determinada toxicidad "™ E| problema estd en que en ocasiones, esta
relacién no se confirma en estudios posteriores. Las caracteristicas de una asociacién entre un
marcador genético y un determinado evento son: evento clinicamente relevante, reproducibilidad,
valores predictivos positivos elevados de las asociaciones y validacién de los marcadores en cohortes

independientes de gran tamafio ™.

En el caso del tratamiento antirretroviral, se han descrito diferentes polimorfismos asociados a
sus complicaciones metabdlicas. Entre ellos, por ejemplo, polimorfismos en los genes que codifican
las apolipoproteinas A5, C3 y E. Asi un estudio longitudinal realizado en 229 pacientes con infeccion
por VIH-1, relaciond la presencia del alelo 1131C de la APOA5 (APOA5-1131T>C) con una alteracion
del perfil lipidico mds rapida en aquellos pacientes que recibian tratamiento con IPs, presentando

(Guardiola] * F3uvel y cols descubrieron una

un aumento del CT y los TG y un descenso del HLA-c
asociacion entre niveles elevados de TG y niveles bajos de HDL-c en pacientes VIH-1 varones con las

siguientes variantes de la APOC3: APOC3-455C>T, APOC3-482C>T y APOC3+3288C>G) [Fwell
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2. Papel de la farmacogenética en las reacciones adversas y los efectos secundarios del

tratamiento antirretroviral.

i.  Bases genéticas de la toxicidad y los efectos adversos al tratamiento antirretroviral

A pesar de que el desarrollo de nuevos farmacos antirretrovirales ha supuesto un cambio en el
manejo de la infeccidn por el VIH-1, la respuesta al tratamiento se ve limitada tanto por la aparicidn
de resistencias del virus frente a los farmacos como por la toxicidad y los efectos secundarios de los

mismos.

El tratamiento antirretroviral se caracteriza por diferentes tasas de eventos adversosy de

[Panhard 2007) \ con 1P (nelfinavir e

respuesta. Estudios farmaco-cinéticos con ITINs (3TC, d4T y AZT)
indinavir) ~ [Panhard 2005 //Brendell 1o mostrado que son factores influyentes en la variabilidad inter-
individuo la edad, el sexo, el IMC, el aclaramiento de creatinina y la administracion conjunta de otros

farmacos (AZT e IP).

Los mecanismos causantes de las diferencias farmaco-dinamicas en el TARGA con relacién al
sexo, permanecen indeterminados aunque las hipdtesis se basan en las diferencias en el peso
corporal, la distribucién de la grasa, la motilidad gastrica y el aclaramiento de creatinina, la influencia
de las hormonas sexuales en el metabolismo de los farmacos, diferencias en la expresiéon y en la

actividad de las proteinas y en los enzimas relacionados con la biotransformacién [0,

Por otra parte, las variaciones genéticasentre los seres humanosrepresentan una
proporcién relevante de esta variabilidad. Se han descrito un importante nimero de asociaciones
entre las variantes genéticas en humanos y la predisposicion a efectos adversos para algunos
antirretrovirales. Ademas de la ya mencionada relacién entre el HLA-B*5701 y la reaccion de
hipersensibibilidad al ABC, se han descrito también polimorfismos asociados con los efectos
secundarios a nivel del sistema nervioso central (SNC) del EFV (Haasl 5 con la hiperbilirrubinemia no

conjugada del ATZ [Rotger Octubre 2005].
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ii. Genética de las enzimas de la via del metabolismo de las pirimidinas

La Timidilato sintasa (TS) es el enzima responsable de la metilacién no reversible de dUMP a
dTMP que es el precursor del DNA. El gen que codifica la TS (TYMS) esta situado en el brazo corto del
cromosoma 18. Existe un polimorfismo de repeticion en tandem de una secuencia de 28 pares de
bases (pb) en la regién promotor y el nimero de repeticiones en tdndem afecta a los niveles de la
actividad de la TS, mediada a través del efecto de las repeticiones en la traduccidn a RNA mensajero.
Se ha comprobado in vitro e in vivo que las células homocigotas 3R/3R expresan hasta 2.6 veces mas
el RNA mensajero de la TS comparadas con las células homocigotas 2R/2R "¥#™ | o5 alelos més
comunes son los de doble y triple repeticidn. La prevalencia reportada del genotipo 3R es del 67% en

la poblacién china y en el 40% de los blancos y los procedentes del suroeste de Asia (Marsh]

La TS compite con la 5,10-metilen-tetrahidrofolato reductasa (MTHFR) por la disponibilidad
de metilen-tetrahidrofolato (MTHF). En 2002, Trinh y cols sugirieron la hipdtesis de que los
polimorfismos de la TS que influyen en la actividad de la enzima, afectarian a los niveles de folato y
secundariamente, a los de homocisteina en plasma (Tinhl Jebido a la relacion gue existe entre ambas
vias de sintesis (figura 9). Independientemente del efecto del genotipo de MTHFR C677T, el genotipo
3R de la TS se ha asociado con baja concentracién de folato plasmatico, y entre los individuos con

baja ingesta de folato dietético, con niveles elevados de homocisteina.

[ ] o= )

! fantesn de ADH |

Figura 9. Relacion entre la via de las pirimidinas y la del folato.
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También se ha identificado un SNP, G>C, en el 122 nucleétido de la segunda repeticidén en
el alelo 3R, conduciendo a un locus trialelico (2, 3G y 3C), aunque la actividad transcripcional del

alelo 3C es similar a la del alelo 2. "%

La TS puede ser regulada a su vez por la actividad de otros enzimas de la via del folato tales
como el transportador de folato reducido tipo 1 (RFC1, siglas en ingles), la MTHFR vy la dihidrofolato
reductasa (DHFR).

El RFC1 es una proteina transmembrana de la superficie celular que media de manera
bidireccional el movimiento del folato a través de la membrana. Tiene mucha mas afinidad por los
folatos reducidos, incluido el sustrato fisioldgico 5-metil-tetra-hidrofolato, por lo que debe operar

[Wang HG]

eficientemente para asegurar la concentracidn intracelular de folato . Existe un SNP en el

exon 2 del gen del RFC1 que resulta en una sustitucién de una Guanina por una Adenina (" que
se ha relacionado con defectos del tubo neural o con la toxicidad y eficacia del tratamiento con

metotrexate.

La MTHFR es la enzima responsable de la conversion de 5,10-metil-n-tetrahidrofolato a 5-

metil-tetrahidrofolato, que es un co-sustrato para la re-metilaciéon de la homocisteina a metionina.

Se han descubierto diversas variaciones alélicas del gen MTHFR que se han relacionado con
patologias tan diversas como la homocistinuria, defectos del tubo neural, riesgo vascular, HTA o

sindrome de Down.

El polimorfismo MTHFR C677T resulta en una sustitucién de alanina a valina en el dominio
catalitico N-terminal de la MTHFR, produciéndose tanto en individuos heterocigotos como en
homocigotos un enzima con menor actividad y mas termolabil. Un segundo polimorfismo descrito en
el gen de la MTHFR A1298C consiste en la transicidon de una adenosina a una citosina, lo que conlleva
una sustituciéon de Glutamato a Alanina en el dominio regulador C-terminal también produce un

[Castro]

enzima con menor actividad pero en menor medida que el anterior polimorfismo . Ambos

pueden producir, por tanto, concentraciones de 5,10-metilenetetrahidrofolato elevadas.

La DHFR convierte el dihidrofolato (DHF) en tetrahidrofolato (THF). La familia de genes DHFR

incluye el gen DHFR funcional y cuatro pseudo genes sin intrones (DHFRP1-4). El gen funcional esta

situado en el cromosoma 5. Recientemente se han descrito 3 polimorfismos en la regién promotor
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(A-317G, C-680A y C-1610G/T). Un estudio realizado en jévenes con leucemia linfatica aguda hallé
un nivel de transcripcion entre 1.5 y dos veces mayor en los pacientes portadores de los haplotipos
*1 (A-317, C-680, C-1610) y *5 (A-317, C-680, G-1610). La presencia de estos haplotipos resultaria en

mavyores niveles de THF (P4°%,
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La hipdtesis es que el desarrollo de HALS en los pacientes VHI positivos en tratamiento
antirretroviral con regimenes basados en d4T se debe al aumento de las concentraciones
intracelulares de d4T-TP que dependen de la presencia de determinados polimorfismos de los
enzimas del metabolismo de las pirimidinas que conllevan una disminucidn en la actividad de dichos

enzimas y por tanto un aumento de dichas concentraciones intracelulares.

Los objetivos son responder a las siguientes preguntas:

1. ¢Llos polimorfismos de los enzimas del metabolismo de las pirimidinas, concretamente la
TS, que determinan una mayor actividad enzimdtica, se asocian con mayores
concentraciones intracelulares de d4T-TP?

2. (¢Existe una relacion causal entre los polimorfismos de los genes de los enzimas del
metabolismo de las pirimidinas y el desarrollo de HALS?

3. ¢Cuanto mayor es la concentracion de d4T —TP intracelular mayor toxicidad del tejido
adiposo?

4. (Existe una relacion entre las concentraciones intracelulares de d4T-TP y el desarrollo de

pancreatitis aguda o neuropatia periférica?
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1. ARTICULOI

RELATIONSHIP BETWEEN HIV/HIGHLY ACTIVE ANTIRETROVIRAL THERAPY (HAART)-
ASSOCIATED LIPODISTROPHY SYNDROME AND STAVUDINE-TRIPHOSPHATE INTRACELLULAR
LEVELS IN PATIENTS WITH STAVUDINE-BASED ANTIRETROVIRAL REGIMENS.

Domingo P, Cabeza MC, Pruvost A, Salazar J, Gutiérrez M del M, Mateo MG, Domingo JC,

Fernandez |, Villarroya F, Muiioz J, Vidal F, Baiget M.

Clinical Infectious Diseases 2010 Apr 1;50(7):1033-40.

RESUMEN

RELACION ENTRE EL SINDROME DE LIPODISTROFIA ASOCIADO A LA INFECCION PORELVIH Y
AL TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL DE GRAN ACTIVIDAD (TARGA) Y LOS NIVELES
INTRACELULARES DE ESTAVUDINA -TRIFOSFATO EN PACIENTES CON REGIMENES
ANTIRRETROVIRALES BASADOS EN ESTAVUDINA.

El tratamiento antirretroviral basado en inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de la
timidina (estavudina y zidovudina) se ha relacionado con la aparicion del sindrome de lipodistrofia

asociado a la infecciéon por el VIH y al tratamiento antirretroviral. Las formas trifosfato (TP) de los

ITINs inhiben de manera competitiva la polimerasa ¥ mitocondrial, produciendo la llamada toxicidad
mitocondrial, que es una de las causas de los efectos téxicos de dichos farmacos. Al tratarse de
mecanismo competitivo, el efecto dependera de la dosis y concentracion intracelular de los
farmacos. En este contexto, nuestra hipdtesis es que concentraciones intracelulares de d4T-
trifosfato mayores se relacionan con el desarrollo de sindrome de lipodistrofia. Para ello medimos
las concentraciones intracelulares de d4T-TP en células de sangre periférica en 33 pacientes que
estaban recibiendo tratamiento antirretroviral basado en d4T con un método validado basado en
cromatografia liquida en tdndem con una espectrometria de masas. La concentracion media en

pacientes con lipodistrofia era 20.60 fmol/l x10° cels y de 13.85 fmol/l x10°cels (p= 0.013). Las dos

-58 -



variables independientes asociadas al desarrollo de lipodistrofia fueron la presencia de una

condicidn definitoria de SIDA y los niveles intracelulares de d4T-TP.

Este trabajo asocia por primera vez el desarrollo de sindrome de lipodistrofia en pacientes con

la infeccion por VIH-1 con el tratamiento antirretroviral basado en andlogos timidinicos.
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Intracellular Levels in Patients with Stavudine-Based

Pera "= Maris Carmas Cabaza™ Alain Preest® Julkss Salarar” Marla gl Mar Goflama:'

Marnz Grcla Matae.! Jaan C. Cominga® Fen Fermandex” Faacess Vilanoya? Jeccics Mekaz' Franceso Vidal®
-I__i_’

"nfechious EErr LUnk ard | ol G, el oo b Samis [au | Sant Fau, Linoroist Asiteoma e Sanmions, “CHERES
{785, and “Copartmant 1 Bachorisy an Mokl By Useorsty of Ersios, Sampiond, and SHempisl LUnharstan Joan 1001

':nnﬁhm ﬂﬂnhﬂﬂtﬂﬁhﬂhﬂwkﬂﬂlﬁnﬁ:ﬁh&“ﬁn

Backgreasnd.  Thie link between bmman Immezncdeficlency virnsSighly actiee antinetrovical
amociaied lipodvsrophy syndrome (HALS! and e nse of thymiding amalogees bas been well estabishi
1o oor knowledge, no edatiorehip has been between intrrelmbr kevek of samdine (d4TT and BALS

Merheds  We meamred peripherd b monoondesr ool inracdhnbr levels of ddT—riphesphate (TP i
patienis who wer recelving ddT as part of thelr antirebroviral regimens. d4T-TF levels were defermined by 2
validatesl Bimid chromatography-Emdem mas. spactrometry aszy method. The diagnosks of HALS wes made in
accordamce with the critera of 2 lipodystrophy severity grading scle. The Stadent ¢ tost, Prarsin coreelations, 1-
way analysis of verdance with Bonfersond correction, and stepwisz |ogistic regression were esed for satistic anafyses

Rrmalis.  This was 3 coms-soctional sindy. There wene 33 patienis 17 with HALS and 16 withoo HALS. The
median concentration of d4T-TP for patients with FALS was 20060 femmmoks (fmollfl x 10F ool {interpartic
range [IQR], 14502652 fmolil x 10° celk) and for patients widhoot HALS was 1385 fmolil = 10° cells {RQE,
ERS-2015 fmodfl x 10* cefdlsl {F = 013). The medem d4T-TF intracelinlar levd in patients who had
an AlDS-defining condition was 22 50 fmel?l 3 10° cells (BQIE, 15.80-27 37 Emolil = 10* celk) and in those whe
had mmﬂgﬂ I’m-u-l.'::j:-: I calls “ﬂ:j‘_;_:mm-nhm fmali1 = ]H1u‘ celis]l (P :t_.{l:-l'.l'l-TlhmmrE no siatstically
sigmificant rences in dET-T P intracal ivals iz the presence of metabolic romi, e chinicd
form of :ALS {pare lipoatrophic v mixad}, the degres o I farctal lipoatrophy, the pi'ﬁmq}dhepmc virms
infection, and the pair of medeosides in HAART. S4T-TF levels corrdated onby with czmnlative d4T exposnre in
lime and dose. dAT-TF intracolhnbar kevels were indeperdently associated with HALS (pdds mbio, 155 95%
combdence Inferval, 1.08-2.33; P = M3

fl-h'l.l'n.EfJ—
Hiowewis,

Concledors

Intracelkelar fevels of d4T-TF are strongly ssociated with the development of FHALS

Hemam immunodeficiency vins type | (HIV-1 highly
active antiretroviral therapy {HAART lassociaied Bp-
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odwstrophy syndrome (HALS) ks 2 major heakh prob-
fem In BV |-infocted patients, with an estimated prev-
aence of 24%-50% of trofed patlents [1-3]. The
cerrent view sugpests that medieoside reverse-iranarip-
a2 inhibiioms (MATE) grestly contribmiz S0 the syo-
drome [ 1, 2|. Thymidine amalognes, Tamaly ddorndine
{AZT} and szvodime {d4T), have been the most Im-
plicated in the development of HALS in randominad
clinkcal trizls [4, 5|, and theve s coraiderable evidence
from in viro and ex vieo sodies that link the ose of
e dmgs bo the sppearance of mitockond rially driven
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inuic efferts [4, 5| 1t & known that NRTI triphosphate (TP
comcenirations exert both andlretrovicl and nxic effeds, the
latter by comgpeihve inkibiting of DMA polymerasz + in weo
| &]. This mackamiem of toxicity k3 selectivity andior spacificity
problem, and therefoce toxicity will strongly depend on dreg
dme and concemtration.

Facloms that datermine Ew intrecelinlar concentration of the
NETI-TF derivatives inchnde the diose receteed by the patien,
the ativity of mdmside trnsporters, and the callnlr adi
vation stz [7|. Porthermome, f mitnchondrial oxicty has to
develop, Sen the activiy of Kinase which phosphoniase
WETIs, the 2ate of nedmtide crrier protein that sbeitls on-
dleotidies from cyinplam i mitnchomdria, and the speed of
zacision of the NATIS moncphosphats forms from pohmisrase
+, mnst be Gken Into acoomne (7).

in this stndy, we assemed t2e reationship between d4T-TP
Intracelinkr brvels and Se presence of HALS in HIV- 1-indected
paticnis whiose antireteoviral regimens contained this dreg. Ouor
working hypothais was thas intrmcdlinlar d4T-TP concentra-
tions may modoixe the cyioiomic offects of this drmg,. Becanss
HALS i 2 majer tnxicity of chronkc therapy with 44T, the atm

of the prsent sdy wes to look for 2 celatiorship between
intracefiekr J4T-TP mncenirations and the peesence of HALS.

Subjrss AN patients were reomied from | faly 2008 teoegh
31 Jamery 2005 Sromgh the mme HIV-1 mfection chimic at
the Hospial de ka Santa Coex 1 Sant Pan (Barceiona, Spain)
and wem cotecmbive patients with an esizhlehisd dbgnosis of
HI¥-1 infection. Fatiems were digihle regardlss of whether
they Bad HALS if they were merendy receiving ddT as part of
their antiretrovical regtmers. A mormal dose of ST was 40 mg
twice daily if e patient weighed =60 kg and 30 mg bwice
daily If the patient weighed 260 kg, whoreas a mdooed dinse
was 31 mg twice daty if the patient weighed 260 kg and 20
my twice daify  the patient weighod <60 kg, Fatlents who wene
hapitalized or who had a frank cognitive tmpadmint, sch as
delirium or dementia, on enmliment werz not digible. In ad-
dition, patints with morrent opportnnistic infiections, neo-
plasms, or fewer of nndetermined origin were exdnded from
the stody. At the time of sindy entry, no patient nsed any other
dreg kmown to Infloence ginomse metaboliem or Bt distribation,
wud = anzbolic hormons, spstemic corticosernids, recom-
drant mman growth hormene, or appetite simolanis. In-
formed consent was oblained from the patients ot smdy entey.
The diagnosis of AIDS was based on the 15993 movised case
definition of the Centers for Disase Control amd Prevention
[8]. The sody was approvad by e hospital #io commilSes.

Body compasivion mesmrements  Sehiecs wen weighed
om @alibrted sais affer removing shoes, ooidoor dothing,
and other gy tems. Body mass index (BT wes calozfated

by dividing the weight in kiingrams by the sqmare of the height
in meers. Wk cirumiferance was measered bo the rescet mil-
limaer by mars of anziomical landmarks 2= defined by the
Thind Matioral Hezlth and Metrition Evaketion Sarvay |51

whaole body dnal energy 3-ray absorptiometry (DA smms
{Hologic QDR-45004: Hologkc) were condncted by 2 single
operaior for al patienis. The percentage of Gt at the arme, ke,
ard central abdomen (Eicsiated from the mass of B2 vs len
amd bome mass) as woll 25 the total kean body mass in kilograms
was coconded.

Defmielon of HALS and mesabel symdrome.  Lipoatrophy
was identified by pationt e ceporting andior diniclan obser-
vation of relevant changes 1o the Goe {los of cheek andior
presndclar fai padsl, zrms, legs, and subootaneons abdominal
tisome, and It was confirmed dinically by qualiztier plysical
camimation Ligchyperimphy was disgnosal by the pressnoe
of ceniral adiposky (defined by a walsi-hip mtio of =090 in
min and =150 in women |F)), beeast enlargement in women,
or the appaannce of covical B2 pads or mpacavimbr &t
acozmmlation [ 10]. Lipostmphy and lipobypertmpsy oooored
both in an tsolated manmer and concomitandy, and any com-
bination of them was mnsgdered 1o be 2 mized syndeome.

Vimal apors of lipod ystophy were 2sessed with 2 lipe-
dystrophy severity gading smke (L5G5) based on that repocted
by Licktenstein et al | 10). The degroe of Bpostmply and diffess
2t acozmulation at each cegion was mbed as absent (aoee of
0}, mild {noticeable on dosz immpection: score of 1), moderse
{readify noticeable by patient andior physicla: score of 21, or
severt [readity noticeshle to 2 @snal observers score of 31 The
owerall soore was the mean of the som of the soones gien by
the patient and the sum of the scoces gieen by the physiclan
fior both 22 los and Gt acoommbition. A dinical diagnosis of
lipodystroply was given 1o 2 patient witk an overall soore =7,
Thils scone wias chosen becanss it woeeld be the L5GS of 2 patient
with mild 22 o o¢ mild fat acmrmbation at all &2 anatomical
shes aseeszed (face, arms, buttocks, lags, abdomen, nedk, and
breass] |11]. Also, patients with severe fat changes In & body
loction were mnsdemed o be Bpodpstmoplic [11].

In add kion, GBoial Bpoabropdy was assassed with the scle of
Fomdevila & al [12) that esizhlisterd 4 degress of fackl lipe-
atrophy that range feom nomal to gradie 3 (severcl. The met-
abolic srndrome was defined In acoordance with the Linited
Stubs Matioral (Eolesterol Edoation Progrmm Adolt Treat-
ment Panel 101 Guidelines |13 and modified as cecommend ol
in the mzst recent American Heart AsochtionMational Heart,
Long, and Blood InssEmte Scientific Stalement |14).

Brachembsery iberanry mermuremenss. A Bhoratory in-
vestigatiors: were performiad as provioosly describad [ 15].

Mrasuremen: of Inrracellular d4T-TP comoenpraeiees
ddT-TP wa obtained from Moravek BloSemicalk, and the -
ATP {2-chiomadenosine 5°-TF) that was nsed 2= the intemal

FIH - (B0 MBS (1 Agdl) + HIVVAIDS

-6l -



Tabla 1.

Demographic Characlzristics s Inmmeavimiogical Status of the Popalation Studied

Ko HALS HALS

Waraiha o= 181 g = 170 F
AZp yaars 43 B 4TE & &) 48 5 i
Whals =ax_no 15 13813 14 3 50
Waans ol HLT infociion, no 151 T8

ks THEIN [ ]

HTEX JiEn 54

ou BETEH [ ]
Wears snco disgnosis 13 5300 14 @ T-BET =
Emokors, no. 1560 11ETE 14 {3 hr ;]
Mirphol abusa, no. 1561 1E3 1HD L
Prior BICE-odining condibon_ no. 1561 2Hr= 11" L5 17]
HOV coinfocon, no (&1 450 TiEam I
HEV coinfecion, no (&1 el 1E® 5
Cunent C0d count, oslskmm 474 B-1meE B4 C813-T51 A8
LI rergass, oozt 43] ET-E&8 B0 s-Fn &8
Curment C06 count, oelsfmm gB8e [ 1834 1194 T46-1358 i
COE inaass, oollmim? 5Fs B33-TTh E32 caleBET 50
Kiadin COd count < 100 cellsimim > % BATEH FiEMm =
Kiadis COd count <200 cellsimim * % 0EeA IF (Bl £
Wiral load, g, CopersimIL 1.3 0213 13E . \-1T AT
g viral oedeS 00, copesimil, % :f =il | T &l T
Wital load decroems, DGy, CopEsiTL 345 1-3250 i 5410 -33B(-1H40-30N =

Ficts [Catioce apamed a0 madns rersoor s orogsl | unkon oherems rderiss A5 SaTan STeTLno ol S et
wirea V-1 fghy sctve: snirsrowl ey HAART Hmecorsd xeywiophy e Hild, hecetti B v HCE
aacmitn ©ovnur, HTD heismeanod DU mbsssacan ore; uomn kakd mas was s e wrh man

standard {E5) was obiaimad from Sigma-Aldrich. Im beief, afier
blood mmples (7 miL) were obizined, peripieral Bloosd mono-

mockar cells (PEMICs) were prepared by centrifegation with
separation gradient medinm (Fioll Hsnpagqoe 1077 SEmal
and immedisaly stored 22 approximaidy —BFC pending anal-
weis. PRMCE were Iysed in 1 miL of lce-cold methanolrmrs HEI
(05 molfls pH 5} containing 15 {7030 volome &0 wolome)
and, afier methanal evaportion, a 40-pl facion of e -
maining stoiion wes injecied into the Bqoid chromatography-
tandem mess spectrometry {LC-MSMET system.

The LC-MEMS consibed of an LC-204 pominence g
nid chromaingraph (shimadpe) comnieded fo 2 riple-quadmple
mass spectrometer (TS0 Qmanmm Discovery: Themao Fisher
Erientific] #at was opersting in the negalive dectmspray inn-
teation mode for the detection of both AT-TF and IS |16].
The liqeid chromatographic method was wsed In accoodance

with 2 provionsly poblishad method [17]. In S mnditios,
reteniion Hmes wise ~3.95 mimshs for dIT-TP and 4105

mimmees for 15 The amoent of 4T-TF wes determined in the
alibrted roge of 50-3000 fermiomolcs: (fmel) per pellat of
cell. Finally, the PEMCs of cach dinical samplie wen coromited
nsing 2 validated binchemical o= a5 previoosly described (13]
io peovidie remhis In Emolil = 1 odls

Smrsdoel analpe. Al anahe= wen performaed with 5755,

varion 1700 (SPSS) Duta were oapressad 23 mean = standand
devigtion (50 or 23 median with inberqeztile range (R Data
that were not mommaly disivboied, = determined by the Eol-
mogeov-mimov e, were bogrithmiclly randormed. For
comparison betwoen 2 gooepe, we nsad the Sasdent riest, Pracson
orrlations, or 1-way analyss of vafance: meftipk ieting was
corrcizd esing the Bonfermonl correction. The varibles seerted
b enter nin siepwiss rErssion were those that mrrelated sg-
nificantly with d4T-TF iIntracelinler levels (afier Bonferron or-
rection: for mokiple teting. In 2l skl teds, P 05 wes

comsidared skmificant
RESULTS

Pepularon sandied.  Fify-nine HIW-1-Infecied patients who
were seceiving dd T-basad therapy weee encolled. However, ddT-

TP levels ooeld not be mezsored In 26 of these patients bacmss
of hmphopenia. There weee mo statistically significant differ-
enices beheeen the wholle cohort and the 33 patients smdiad in
terms of demographic, fai, and virclogical parameters. The die-
mographk charaderistics, the means of acqoiing HIV-1, and
the virological and Immenclogical stabes of the 33 patients
sindied are shown im Table 1 There wiee 37 men {B1.8%) and
6 women {18 2%, with 3 maan age of 45.1 + B4 yors {me-

HINVAIDS = CID 30050 (1 Apdl - 1005
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din, 4.0 years [IQF, 410450 years). Thirisen patients
(39.4%) had a prior AIDS-defining conditlon. Mo patient was
diahetic or was nsing inselin or hypoghremic agenis.
Anstreeraviral drug expemre end emwesnvtrolagical sie
maren.  Mog of the patients (28 |24.5% | bad nndetectable
vical load = iR time of the stedy. The mean CO4 cell oot
[ +=Dlwas 627 + 311 collsfmm? {median, 500 collsfmm® | 1R,
352-800 cellsmm®|) Madir CoW o2l coont was «200 cells!
mm" in 21 patients (£3.5%) The maximemm vl load was =5

loge in |5 patients (45.4%). Slx (35.3%) of the I7 patienss in
the FHALS groep and & {5000%:) of S 16 pationts in the mon-

HALE grrmp weee raciving medeced diT doss (F= 451, The
cmrreztive exposzre o antinetrovird dregs i shown in Table 2.

Diggmeds of RALS and messbolic padreme.  HALS was
diagnosed In 17 patients (51.5%), wheress ahsence of HALS
was fimnd in 16 patients {£3.5%). &l 17 patients with HALS
presented with lipoatmophy, ot 12 (o&%) of the 17 Bad a
mized lipoatrophic-Bipohvpertrophic phemotype. Diferenos
betwoen HALS amd mon-HALS patients are shown in Table 3.

Ten paticnts (588%) In the HALS group and 7 {43.5%] In the
non-HALS goop folfifled the criterla of metzbolic smdrome

(odds ratio [0, 1.84: 95% confidence Ingerwal |C1), 03&-
0.0% F= £05).

Imracellular concemmanions of d4T-TF  The median 447-
TP comcentration in the whole cohort was 17.00 fmelil < 10°
cells (IR, 1202-23.50 fmelfb0* ksl There woe no d=tis-
thcaly significant diferences in d4T-TP beveds by sex (for men,
1530 fmolil = 10 collls |BOE, 11052550 fmaolil 5 10F calls|;

amd for women, .40 fmolil = I cells |FQE, 14.50-20050
fmolrl = bF cellsd b (P = 4d1). The mealian concenbeation of

d4T-TP for patients with HALS was 2060 fmolfl = 10° celis
(IR, 14 902632 fmolfl » 10° celis) and for patlents withoot
HALS was 1335 fmolil = 10* cells (IR, 3.55-20015 fmalfl
o 10F colls) (F= 03} For patients with metzbolic smdrome,
the mediam intecdlnlar concentratiom of d4T-TP was 1530
Emolil 5 10 cells (IR, 12.02-2692 Fmolil 0 10° cals), and
fior those withoet metabollc smdome, # was 1795 fmelil =
10 celis (IQR, 12&5-2230 fmol'l = 10 colls) (P = H29)

Tabla 2 Antratroviral Dreg Exposard In the Popelation Sadied

Ko HALS HALS
‘Wanabla n= 1 in= 1% F
ART oompostion, % Al
Fi-bemad 0 BN THIHA
HMATH-based &4 =0 JAITHE
3 MATIs JdEn 5 a4
Fl 2 KNATI 0im 21=
KHFT| backbong, % a7
M7 &+ 3TC L@ SHELN
4T &+ TDF B HETI SHLN
4T & dd P T ZAbEN
ART durstion, months 113 51550 113 EET-135T '
Indreidual dasg aamEsns
AZT months L v i 108 M-Z4 0 B0
AT g EEIIED0-Ded & 295 E 01158360 00 .m
T monihs DOET DS 255 £h 4 B E-1TEE a7
I g FEHI (I3 0-25E  ETIACKABEINAE AT
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Tabiz 3 Asthropomedic. Matabalic, and Fat Dat

Mo HALE HALS
Veriabin in = 18 =10 F
wiaght, &g 7.0 &7.7-T50 75 GE5-TEE 50
Hody Maxs nda 239 P.7-35.4) 274 (19.9-356) 6
Wist hig raba 095 0 B8-0.95) 095 MO0 o7
Madkan LGS 13 045 3 E7-118 00z
Madan fecial soore 05 015 002 008
Total cholasterl, mmoiL L1 AD0-EH 49 EBED 6
Tngiyoandas, mmoiL 180420 20 (L&-19 385
HDL cholesiaenl, mmokt. 13 ME-14 1.1 ME-14 31
LD choiomtaenl, ol 16 @243 260735 &0
VLDL cholestanc, mmaoiL 08 ME-1.0I 08 MT-1.10 Fr
Fasting giucoss, mmoikL S3WTEE 56 WDEN =0
Fastng insuin, pmolL 370 TEI-54 0 BE5.0 E3.2-141.2) o
HIOMAT 07 m&-1m 17 0.22D <00
Tiokal booy &1, g 14005 (10512-173140 11,064 @007-11,5841 -
Tiotal booy &1, % CENITEE) 161 (13.0-10.8 L)
Tunksl i1, g £742 GEES-0M0H  BTHE HEE1-10,109 a1
Appandiculr 13l g 3065 C44-55801 019 TE54-3308) 004
Nk appandhoular fat rabo 1801426l 30 2434 003

Ficts Dot o sxsarses o mesdern rsmpassis s, urkee othersems roersd, HALS soman im

-1 fghve soove amirerTeral ferany HALET amcoora ipoaywise by syrorome, HIL,

157 Seneny hpoproier SO0 omasrirac rode’ measee e mahod LOL, ow deracty iooproisn LSG5,
pooyiogiyy e sevaty soow, WD very v dereoly isoproier.

Patients with a pare lipoatmophic phenotype Bad 2 median J4T-
TF Inmracelleler comcentrasion of 1480 fmolr] = 10 calls (105,

11.15-Z1.05 fmol'l s 10 cells), whereas patients with 2 mixed
phenciype had 2 median level of 1975 fmoli = 10° cefls (100,

1265-26.70 fmolfl x 10° cols} (F= 335]. We did not find
any correlation bebesen d4T-TP intmodhniar beek and the
degree of fadad lipoatmophy, the presence of bepatifls C vims
[HZ¥) infectiom, smoking, the pair of NRTY, or the nse of
proizzsz: inhibor or nonmedmside rvemse- tenscripss in-
hibtor (data not shown). The &T-TP intracdhnlar kvl In
patients who had developed an AlDS-defming conditlom was
1250 fmod'l » 10° cells (R, 15.30-27.37 fmaol'l = 10* celis)
and in patients who had not was 14.40 fmold = 10° cdls (1R,
10.30-20.40 fmol = 1F call) (F= g37) The comelation
between ddT-TP Intracel keler fevels and an&mpometric, met-
abolic, &1, and immmnoviroiogicad parsmeters s shown in Table
4. A sepwiss Ingistic regression anafysis was periormed nsing
the presence of HALS & the independent veriable and age, sox,
B8, AIEE, dneation of HIV-1 infection, gein n CO4 cell
o, gRin in O08 ol comnt, decresse in vird foad, prosence
of hepatits B vims infortion, presence of HCV infiaction, do-
ration of HAART, comelative exposene bo d4T in months, -
mmolative exposore to ddT acconding fo dose in milligrams: per
biiogram, and d4T-TF Intracelkelar oncentrations as depen-
dent variables. The variables independently assciated with the

dovelopment of FHALS wem prior AlDG-defining condiion

(D&, 25.95: 95% CI, L. H-5533% P = 038} and dT-TF in-
tracednlar level (OF, 1.53: 95% I, 1.08-23%; P = 0150

Crzr sody shows an asocition between the development of
feznns of EALS and the increased intracellnlar krveks of d4T-
TF in paticnis who wene moriving 2 regimen Sa indoded diT.
This fnding supgess that, whatever the operting mecianiam
of this increase is, the toic efects of 4T on the adipose dapots
may be In part mediated by the intracdinlar level that d6T-TF
cam achiewe in the ks In addition, this & in agreement with
the competire mackamim theoegh which the Eymidine am-
diognis cmse toxkc efferts on adipose deposs.
Howewer, the present sndy has inherent Bmitations. Fird,
this is 3 oroe-sectional stndy, and therefore no cmsl rela-
tionsbips an be dewn or showld be drawm. Serond, intrace-
lolar 4T-TP lewels wise mossnred In FEMCE, whiseas the
aretomical and binlogical procosses. giving rise bo HALS oo
in the adipese depots. Extrapolating that d4T-TP Intracelielar
levals in FEMOs dinactly ormolate with 4T-TF kewels in adi-
pocyies & at leest spornlative, bet theee 2 data that demom-
sirate that d4T is phosphonyised o thelr mono-, di-, and TP
amabaolhes, which indicates the presence of kinees in merine

adipocyies |15, 30|. When exposed to METES, thymidine an-
dingne arabolites were identified afier 2 Z-mimte imoshation
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Table 4 Comulafden of SEvmding-
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PRSI BSNE S, SOt cosFeent for sesroie srakoo VDL, v Dv denary ipoeesim

perind, which demonstrates that rapid entry and metabolism
of tEymidine anglogees oomes irside these colls |20, Oererll,
these data Indicaie ®at &2 degree of phosphordation in adi-
pocyizs & at lesst comparable with that observed In PEMICS
and lympioid cell Bnes | 21-24). Thied, the nomber of patients
inchaded in the present smdy was low, and this may frher
hamper the validity of oor remlis.

The S4T-TF resnlis are instworthy becrese the qeantiative
method nsed hew presenis 3 mean preciion of 2.8% (range,

T1%E-144%} and 3 mean (+ 50 acoermcy (qoality combrol
vaines of the asavs) of 100.6% [+ 10.0%) over the entiee cl-

ibration mange. Moceoeer, the rembts obiained inthis smdy are

comparble with previondy reported findings [25-27).
Thew & orerwiclming epideminlogic evidence to link 44T

1o the development of & dapot aterstions, and the Gt tnxicty

of tis drog is related 1o iis abisty to inhibi DNA polymenss
v [6. 7. 28, 1| Afier formation, the adtve METI-TF compites
with iis oeresponding naterl endogenmms 2 -decoymmckac-
side-TP (dNTF} and riboredenside TF for incorporation by
the viml reverse-transcriptzss or host DMA polymenss, Ses
zsing sppression of vird ceplication or toxicity [30)- BATIS
ool alsy cmse permrbations in endogenons mdectide me-
Ebolism by crsing competitive inhibition, allosteric mode-
lation, or atemd expresson of medectide metabolizing en-
oymes |31, Bacrese of the competittee ramone of e inoor-
poration by polymerases, dhanges in MATI-TF bevek, such 2=
thnse described in the present work, coold then aler the ativity
and toxicity of NRTls. This point has been demonstrated in
wimn In T cell Bnes that wome treated with AZT and, In that
model, the extent of dNTP pool increase has beon related 1o

FINE = CED BIBESE (1 Agdll + HPEAIDS
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intracefieler artivation and potency agins pofrmense o, &,
and & |30

DMA pol-y is highly senskive to Inbdbition by METs, snch
25 d4T-TP ard AZT-TE, didecymodentides, and ofer antivial
mocleotide amalognes [32, 33| Therefom, 3 bey =ep in the
pathopiysiokogy of MRTI pharmaooliogy and toxicty is cegn-
lation of ramEl deemribomceotide pocl sizes in mEocion-
dria that affact mitechondrial DM (miDM A} replicion Con-
wersdly, dvsregelation of phosphorphtion and  dephosphor-
vation conld affect miMA replication. Importanily, changes
In enzymes that ace imeoheed in thee processs may fmoher
aher the homenstase of cell mdeotide pools

Indfrmation with regard 1o antirdvovial dmg kedds and
their involvement in the pathopipsology of lypodistrophy is
same. To mor browledge, only one other work oncerning
nelfiravir hes mlated treegh dmog levels o the devel opment of
ligodystmophy [34]. In the cse of NETIS, S mpacky of in-
divicheal cells (og, adipocytes) to aoromelse MT-TF can be an
important facior that infloences toxkcly at Se ol or themw
level |&). The elevated celkefar activation that b asoclaled with
advancod disegse has been proposad as 2 mechanism in explain
higher AZT-TP and Gmivedine (AITC)-TF comcentrations In
patienis wit advanced HIY-1 diszse Cellmbr activation has
h2n shown bo increase AT and 3TC phosphorylation inviteo
[35-33]. The recent firding that 2 polmorphism {£39545T)
in the interinkin 18 gene that is asocied with low semm
levels of mmor necmss fartor—o and other criokines has a
protecties oodie against the deveélopment of HALS sepgests that
inflammation plays 2 part in the pathogenssls of HALS |40
Alfongh we have not formally performed any messnrement
of celfofar acihvation, these farts coold 2aplain why patients
with mom advanced discse ie, those who bad developed an
AIDS-defining condRlonl had higher d4T-TP levels, compared
with thie levels of thom with fes advanced HIV-1 infertion.
acarddy, we demonstrated that genes #at enmde concenira-
tive mocliacside transporiers were upregnbied in the & of pa-
ticnis with HALS [4L]. This mpeogulation correlated with the
levd of fomor mecrods fador-o, 2 oinkine with enhanced
aapeesion in the adipose tieme of HIV- 1-infaced patients and
2 well-known cmse of celkelar acthation (42 This may con-
triteste 1o an Incressed nptake of thymidine aralogees inio the
adipocyte and kad o an tmbalance of the intracelkeizr oode-
otide pool, S Evoring the toakcky of MT-TE

& major deferminant of the concentration of @ given dreg
In & given tissme Is the dose ddivered o the patient. There is
clinical evidence tat In patients with cinically evident HALS,
2 decreasing 44T dose lad o 2 derrease in the amonnt of G2
lost dnring 4B woeks: |43 |. Howover, this strategy proved inderior
1o the sraiegy of switching from d4T o tenofovir in the same
smdy. This work povides indirect evidence of the importance
of dmyg levels in the dovelopment of HALS Nonctheles, we

wire erable o show difizrences befween patients with low d4T
dosa and patients with normal ST doses with cespect b d4T-
TF intracallular levels, dithoogh thene was a positiee orrodation
between thise ievels and comel ative expesnre o d4T. This may

underscore the importance of other pathophysioliogicl pro-

cessas, ach a3 thie npregniation of nodecsde transporters and
other, albeit nnknown, Godors in dfermining d4T-TP inbr-

celhnbar concentrations.

Since d4T was implicatad in the pefophysiology of HALS,
it has lost &= place as a prefermd dreg In antirteovid goide-
lines, and Its ns2 in il practice has been sieadity domeas-
ing 1o @ marginal role in devdloped countries. Howerer, in
develinping countries, dd4T, wsoally in compact pills with 3TC
ard nievirping, b among Se dhoioes for sarting anteetrovisal
thenpy &, 45 Therefore, & 15 ressonable 1o comsider that as
the AIDS epidemic contires and 2 snrvival with HIV-1 in-
fection & prolonged by HAART, long term side offacs of d4T,

inchoding HALS, may hecome incrasingly common. In s
contexd, it sthembd be ke Info scooant that HALS & assock-
atod with d4T-TP intracelkelar lovals.
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2. ARTICULOII

ASSOCIATION OF THYMIDYLATE SYNTHASE GENE POLYMORPHISMS WITH STAVUDINE
INTRACELLULAR LEVELS AND LIPODYSTROPHY.

Domingo P, Cabeza MC, Pruvost A, Torres F, Salazar J, del Mar Gutiérrez M, Mateo MG, Fontanet

A, Fernandez I, Domingo JC, Villarroya F, Vidal F, Baiget M.

Antimicrobial Agents and Chemotherapy.2011 Apr;55(4):1428-35

RESUMEN:

ASOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS DEL GEN DE LA TIMIDILATO SINTASA CON LOS NIVELES
INTRACELULARES DE ESTAVUDINA 'Y LIPODISTROFIA.

El efecto téxico de los inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de la timidina estd

basado en la toxicidad mitocondrial de sus formas trifosfato a través de la inhibicion competitiva de

la polimerasa ¥ mitocondrial. La concentracidn intracelular de los farmacos puede estar relacionada

con los efectos toxicos.

En un estudio previo encontramos una relacién entre el desarrollo de sindrome de lipodistrofia
y las concentraciones intracelulares de estavudina-trifosfato (d4T-TP). Nuestra hipotesis esta basada
en que los polimorfismos de los enzimas del metabolismo de las pirimidinas pueden influir en las
concentraciones intracelulares de d4T-TP y mediante la alteracién de la relacidn entre los pools de
nucledtidos naturales y formas trifosfato de los ITINs, pueden influir en el efecto toxico de éstos

ultimos.

Realizamos un estudio transversal de 33 pacientes que estaban recibiendo TARGA basado en
d4T. Medimos las concentraciones intracelulares de d4T-TP en células mononucleares de sangre
periférica mediante la asociacién de una cromatografia liquida con un espectrémetro de masas
triple-cuadruple. Determinamos la presencia de los polimorfismos de la Timidilato Sintasa (TS),

metil-n-tetrahidrofolato reductasa (MTHFR), la dihidrofolato reductasa (DHFR) y el transportador de
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folato reducido tipo 1 (RFC1) mediante secuenciacién directa empleando un analizador genético ABI

Prism 3100.

En el caso de la TS distinguimos entre polimorfismos de alta expresiéon del ARNm y por tanto
mayor actividad (2/3G, 3C/3C y 3G/3G) y polimorfismos de baja expresion (2/2, 2/3C y 3C/3C). Los
polimorfismos asociados a menor actividad de la TS se asociaron con concentraciones intracelulares
de d4T-TP mayores (21.40 fmol/10° céls vs 11.50 fmol/10° céls; p<0.0001). Los polimorfismos de los
genes asociados al resto de enzimas del metabolismo de las pirimidinas estudiados, no presentaron

relacién estadisticamente significativa con las concentraciones intracelulares de d4T-TP.
Nuestro trabajo muestra una relacién entre los polimorfismos de la TS y las concentraciones

intracelulares de d4T-TP, y por tanto con el desarrollo de sindrome de lipodistrofia en pacientes con

infeccion por VIH-1 que reciben TARGA basado en andlogos de Ila timidina.
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The antiviral activity and toxicity of stavodine (4T) depend on its iriphosphaie metabolite, stavodine
triphosphate (d4T-TP). Therefore, modifications in intracellular levels of d4T-TP may change the toxicity
profile of stavudine. d4T-TP intracellular levels in peripheral blood mononuclear cells were determined with
A prominence liguid chromatograph conmected to & triple-gquadmiple mass specirometer. Polymorphisms in the
thymidylate synthase (T5), methylenstetrabydrofolaie redociase (MTHEFR), dihydrofolate redwctase (IHHFR),
reduced folate carrier | n:ilPCl SLC19AL), amd cyclin D (CCNIDM ) penes mdelemmad by direct sequenc-
ing using an AEI Prism 3100 penetic analyzer or Floidigm®s Biomark system. The Mann-Whitney test, rank
analysis of variance (with Bonferroni’s adjusted post hoc comparisons), and logistic regression were used for
the inferential analyses. Thirty-three stavudine-treated patients were enrolled i n this cross-sectional stdy.
d4T-TP intracelbular levels were 1150 fmol/10 cells (interquartile range [I0R] = 512 to 13.87 fool/10F cells)
in patients with a high-expression TS (430G, 303G, and 3G340), whereas in those with a low-
expression T5 genotype (272, 230, and 3C/3C), they were 2140 fool/ 10° cells (10K = 1899 to 27.0 fwol/ 10°
cells) (P < 0000 1) Polymorphisms in the MTHFE, DHFR, RFCI, and CCNIM genes did not influence the
iniracellular concentration of d4T-TP. ddT-TT* levels were independently associated with the TS ilow
versus high expression; odds ratio [(OR] = §6.22; 05% confidence interval [CI] = 4% io nopestimable; P =
L0023} The low-expression TS penotype was Ii&ﬂ:l.llﬁl with the development nlI-II'f'.'hglhm:nmum-
viral therapy-associated | syndrome (HALS) (OR = 14.0; 95% C1 = L0 to 108.0; P = 0.0032).
'Dm'prﬂl.unn'dnshmrdnlpuijmrplﬁniuﬂ:tll}.}d}hﬂnnﬂ:mgl&miﬂ'mghmulﬂdmll
d4T-TP intracellolar levels and with development of HALS.

Human immunaodeiciency virus type 1 (HIV-1 Vhighly acouve
anurewroviral therapy (HAART associaned lipodysrophy svn-
drome (HALS) & a major health problem in HIV-1-infecwed
patcns, with an esimaed prevalence of 24 v 60% among
rreated paviens (31, 37). Ahhoogh is pathogenesis is incom-
plewcly understood, the theories based on drog wascity have
been considered the most plansible ones, and the current view
sugpests thar nocleoside reverse wranscriprase inhibinors
(MRTIs) comribuse w the svodrome (47). Thymidine analogees,
mamely, ridovedine [AZT) and stavodine (d4T), have mos
often becn implicated in the development of HALS in ran-
domized clinical wrials (16), and there are a number of
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pieces of evidence [rom év winr and ex wivo stodies linking
the use of these drugs with the appearance of mitochondri-
ally driven woxic cffects (200, It is known thar NRTI rphos-
phate concenerations exert both amirerroviral and vowic efecs,
with the laer ocourring by competinive inhibinion of DMNA
pobymerase  én vt (1), This mechanism of woxicity is a selec-
uviryspecificny problem, and therefore, wmicity surongly de-
pends on dmg dose and concemraion. As sach, elevadons in
NRTI wriphosphane concenwrations will significanily impacy the
micochondrial roxicity of MRTIs.

Thymidylaze symbhase (T5; AP N'"methylenswewrabydrofo-
lape:dUMP C-methylrransferase; EC 2.1.1.45) cawhwes the
nonreversible methylavion of dUMP w dTMP, a procursor for
DNA symbess. Therefore, o is a key enryme of de aoen thy-
midylane synihesis and is responsible for providing the thymine
nucleovides required for DDNA symhesis (24), alibough TE1
and TK2 recycle deoxypbymidine arising from cefll urnover or
digt, therchy resiricting the requirement for the highly cner-
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TS POLYMORPHISM, &T-TF LEVELS, AND HALS 1429

FI(i. 1. Semplified dlustration of folate melabalism. The genes

e ransparier prodein BFCL ike regulatory enyme MTHEFR, the

drag target T5, and DHFK, are denoled by rectangles. (O the bower lefi-hand side, a scheme of the role of CCNEM in trenscription: regolation
is shown. S.CH-THF, methyietrahydrofolate; 5 100H - THE, meibypleneteiabydrofolate; Bb, retinoblastoms.

getically expensive de ameo synthesis (salvage pachway) (32).
The TS gene encoding this eryme & polvmorphic, having
either double or wiple andem repeas of a 28-bp sequence in
the promower region. It has been demonsiraced thar homaoay-
gous 33 cells overexpressed TS mBEMA compared with the
level of expression by homozygous 22 cells (34, 25 More
recently, a single mucleouides polymorphism (SNP), G — C, has
been described ar the 12th nucleodde of the second repear of
the 3K alleke, leading 1o a wriallelic locus (2, 306, and 3C) (34).
The 3C allele showed transcriprional activiry thay was similar 1o
that of the 2 alkele.

In the folate pathway, the acuvities of other enzymes. such as
roduced folave carrier 1 (RFCT), methylenewerrahydrofolace
reducase (MTHFR), and dibydrofolare reducase (IDHFR),
can regulate TS acuvity in a coordinaed manner for efficiem
firlate metabolism: fxlae — dibydrofolawe (DHF)} — worahy-
drofolae {THF) <= methfencizrrahydrofolae — methylie:r-
rahydrofinlae (Fig. 1) MTHFR cambmes the comversion of
S 1-merhylenererahydrodfolate w S-methyliewrabydrofolae.
This enrymac reaction generaes methyl ressdues essential for
TS funcrion. A 677C — T vransition in the gene, which resuls
in an alanine-we-valine subsinnion in the predicwed canalytic
domain of MTHFR, and & 12084 — C wransiiion, which resuls
in & gluamine-ie-alanine substitotien within a presumed reg-
ularory domain of the protein, have been described. Both ge-
metic changes have boen associaed with decreased aoviviny of
MTHFR, which would result in higher concenirations of 510
methylencietrahydrofolane (14, 49

DHFR convens the DHF generaed by the action of TS imo
THF. Three polymosphisms within the promaer have boen
described, and gene reponer sodies have shown a 1.5 w
Z-fold higher level of vanscripion for haploype *1 (A-317,
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C-680, C-16107 and haplogpe *5 (A-317, C-680, G-1610) than
for the remaining haplotypes. Thuos, the presence of these
haploypes would result in higher kevels of THF (12) Addi-
tonally the increase in the vranscripuon bevel of several of the
ahove-menuioned genes (TS, DHFR) can be associawed with
the action of the transcriplion faaors E2F-1] and DP-1. Cyelin
i (CCMIMY imervencs in the retinofdasima provein phos-
phorylation, releasing E2F-1 and [DDP-1 (Fig. 1). The polymos-
phism 8704 — G in OCNIN changes the splice donor sine
berween the exon 4 and inron 4 boundary, leading o an
aliermatively spliced cyclin 121 vranscripe. The transcripy asso-
ciated with the A allele resulis in & prowcin with a knger
half-lifie able vo release higher levels of the wansoripuion [ac-
wrs EXF-1 and D01 {5).

Since we found in a previous smdy thar HALS is associaed
with increased d4T wiphosphate {(d4T-T1) inracellalar levels
{11}, oar working hypothesis for the presem work was thar
variations in genes invobred in the above-memioned pacbways
may influence inracellular d4T-TP conceniranions, evenmally
aliering the mucleowde ponds, and in this way may modulase the
wigic effects of this drug. Therefore, the aim of the presemt
siudy was w keok for a relavionship berween genctic polymor-
phisms in the TS, MTHFR-. DHFE-, RFC1-, and CCNIM-
encoding genes, dIT-TF imracellular levels, and HALS.

MATERIALS ANIF METIHIDS

FPopulagon sundied. All pmizne were recrubizd ac the same HIV-1 inbsaion
clinkc av the Hospital de | Saam Creo 1 Sant Pag, which anends o2 population
of 1,455 HIV-l-infeoed padess oo sobve follow-ap, and were mosscutive
parizne Wil an esiablkhed Sy of HI-1 sfemion on reamem. Pasenes
were eligible sither i they had or did nm have HALS aad wers @ the dme
receiviag therapy with 46T & pan of their andeeoroviral regimes. Subjens who
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wen: hospimilieed oF who Bad 2 frank cognithe impadrment such = deliium or
demenua on enrclmear were nol sEgile. Paden with opponunsic sl:obons,
necplins, or fver of wadewermised origin were exchuded rom dhe sty oo AL
the time of sidy ey, a0 pasent used ssy other dneg ksown o influence
wlucose mesholsm o fu disrbution, such 3 anabalic hormones of SySUERIC
ooruiccsternids, urkdise, recombinant human growe RoPmose, of sppeths sum-
ubane Informed cossenr wi obinesd Bmm the pmlens a1 saady emry. The
dingniosi of AL was based on the 1993 revised case deladbon of the Csamers
Tor Déscase Coaieol 2nd Prevenuon (7). The siudy was appeoved by the Exhios
Coammiuee of the Hospial de b San Creo | 5200 Paa

By compesdthn megsuremems. Subjoos were weighed on calibrmed scales
afer they pemaved their shoes, sudoor dothing, and cther heny hems. Body
mass inden {HM1) wos caloalmed by dividisg the welgh (ia kilograns) by the
square of the heighn (In meame). Waks deoumieeence was mesured o the
neasresy milkim ener using anaomice] landmorks, & defined For the Thind Nagional
Hizalth and Nucriton Fralenios Servey (27).

Whode-hody dusl-energy X-ray ahsoepuomerry (DE30A) scans {QI0E-2500A;
Hiclogic, Isc, Waltham, MA) were condwcsd by a single operacr on all the
jpauese The percess B2 e anns, legs, sad ceaoral abdomen {oaloaked Irem
the me of a0 versms lean and bose mass) as well a5 mal lean body mass (ia

iilngrams )y was reconded.

Definigon of HALS and membalic The presesce or absence of

Bpamropiy, Bpobrpperrophy, and mixed symdroms was dezrmised o previowsy
demcrbed [11]. The mewbolic sndrome wes defised scooeding W the LS
Haomal Cholemerol Pducadon Program {FRCEF) Adub Treasmess Panel 10
Craidelines (13} and modifisd as reonmmesded in the ues Americn Flaen
AsmsocimicaMadonal Hean, Long, and Blond st schaniilic supsment {20
Mewmbolic smdrome was defised a5 havisg three of more ol the [ollowing
mzuaboic risk oo {1 central chesdoy (waks croumizeence, =31 om i womes

and =90 om in men), (H) hypenrighyceridenia (2ing wighoende lovel =169
mmaher, (8] ow high-densiny cholesercd (HIL) leved (Tzaisg HIDL level
= L.H mmollicer in women and =L smaoller in men), (V) byperglcemia
[lmaing glucose beovel =56 mmollaer, or already aking ol hypogiyoenic
agenis of memment of fype I diabees), and (v bypenension (shung Hood
jpressure, =13ES mm HE kes 2= the mzas of mvo readings (akea afier ne R
a lems 10 min, of cikisg regelar andhypeneashe medicasinn).

Hochemisiry laborapery moasuromems. ANl lshoraory imesdigasions wers
periormed afier 2 12-h oveenight B and 22 leass 1% min 2fer the placement of
2 peripheral imrovesous cuheer. Padens were sied durisg biood dewing
and ab=mined [pn smoking an ez 15 min hefore samplisg, DEPniQueL e W
wvoided when possible and, II noL, woes malsnined for lee thas | min. All lipd
mezsurcments were performed & 3 Himchi 911 speem bom Roche (el
Swierband). Ssum waal cholessercd and crighoenide levels were mesared by
the flly eanymankc sanderd medhod, and high-densiny Bpoproein cholesencd
was measured by a dirs; methed) dng polyedyies: ghool-modifled sorymes
[PISGRNIES) [4%). Low-densiy Booprotedn {LTHL § cholesierol was messered afier
ulracenoifugation, sooording w© the Ligdd Resasech Clisicrecommesded
mzthad, bur wilivisg the PEGME medod for HIDL cholesicrl inmesd) of pre-
cipimuion. ¥ery low-demsiry lipoproieis cholesiemnl was mersened in the Icios
of dl (densivy) ol =100 kyfher of the worscenrifugaios (32 lssulba resbaance:
was esmoied by e henecssi model assesamear method (HOMA-R) as the:
jproduc of the [ming moczacenies of plems sl (el sad plems
wluccee (mmolBrer) divided by Z15 (36} A cmoll valee of 33 was wed ke
dafinisg nslin resksunce (1)

Weasurement of iaracd lular 4T concenmradens d4T-TF wi
Troem Moravek Bioch el (CA), and Z-chiceoadesosize 5'-wriphosphae (-
ATF), used w the maernal sandard (15) wiss brom Sigmo-Abdeich (S0 Cluenin-
Fallrvier, Frasce ) In Beiel, afier 2 bood sampdes (aboar T mil} were oluslsed,
periplonl blood monomeciear celk [PEMOS) were prepaned by cenrifugpmios
with sparadon gradies: mediem (Flooll Hianpagque K77, Signs) and immedl-
aly sunred 21 3 semperaaere of aboul —BINC pending analysis. The fest of the
I samiplss wiss mikoen 3 b afver dosisg {0 measure (e DEnUM COSCEMrALIOD i
plsma fC ) 2ad the ssoond was waken 12 b aber dosing (0 messure the
roagh macearrmia in plesna [Cp L 1. Our amahsls as prespecified in the
sudy proacocd, was hased on aad these moncescrmioes, are used through-
o this repor. PEMOCS were I mi of fce-moid methanod (105 M Trs-HOL
pH 5 {70030, volvol), consdsing I5, and afier mechancd sveporadon, a 404l
Iracvinn of the remaining soluion was injeced daro 3 Bgquid chromangraphy-
s em e speroime oy (LO-MEMS] sysen.

Thee LC-B5SMES syem cossbazd of an LE-HIA prominence Bquid cheomai-
#raph (Shdmadm, Champs sor Maene, Fresce) cossecsd w0 2 wriple-quadniple
mass speorometer (TS50 Cuamum Discovery; Thermo Flsber Sciemific, Lex
L=, Frasce) operaging in e negachve eleoosprry lonioadon (ES]) mode for
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the depsqiion of bath d¥T-TF aad 15 (405 The Bquid chromasgraphic mathod
was perimed aooordiag w0 @ peevinusly published method (410 Usder thes
comedhicas, reizndon tmes were abow 295 ssd 40% min for HT-TP and 15,
respecuively. The amount of S4T-TP was derermined b the calibrned raage of
Drvem 500 pos 2000 fmial pesr cell pellee. Finally, the PEMCs of each clinical sample
were oouaed ming 2 validased Bochemical s ax previcesly desoribed (4) in
ordiar 10 provide resuls i Imol10F PEMOS.

Conayping analyss. The genomic DNA wes enraoed from the peripheral
lemkocyies by (b sahing-ow procedure (38) The TS gene wes asaheed [oF e
variabde -number wsadem pepeat (VINTR ) of 2 38-bp polymomhisn ssd the G —
CENP In the @irs 2nd second repeas. A DRA Irgmen was ampdiiesd usisg
previowdy described PO condikoas and peimers (11} and dirscily sequessced
using an AN Peism 1100 geaesic anahmer (Appdcsd Boseems, Fecer (5,
CA)L T G- subsshnios changes a critical residue in dhe upream sims-
lascwry farror (UPSF) E-box oossessus elemead, abolishes USF-1 Hinddsg, and
ahers rasscriptional aovine. The TS gescoypes of the padems were Classiiisd
bnu e groups, @ decribed by Kavakami and Wassahe: bigh-srpression ope
{230, 30006, and 1GAG) and kw-expresion type {22, 280 and 3000 {26).

The Tollowing potymorphiuns in the THIFR gens were ambaest: (1) 161005 —
T (mlaS0E) by diren sequencing using s AJM Prism 3100 genzic anakymer
{Applisd Bosneaems); () 2 19-bp Esenbonideietios (asidel) using 8 comes-
tinnal PCH methad (9, (i) 2 3I7A — O (re308E0e) subainnios, asd (i) &
G0 — A change. Thess mea polvmorphisns were anabyeed usisg Flusdign's
Hicnark seasm. This wcknoksy s designed for the allelic discrimimdon 5
nuck@e @aay. The sampdes and e TagMen gene cxpression asenes (SAqplisd
Hioynesns) were prepared and cosduceed following the massfaourer’s insnac-
s The &3.48 e wese inadad usiag 5 ime-
praned Buidic ciecull (IFC) ooorcler (Feidign Corpormion), ssd real-dne
reacuioas were perfmmed and anabyed wdng a BioMark real-dme PO sysem
andl snalysi sodvare (Fluldigm Corponmion)), respecively. Ax 3 quallny coaorl,
normal, Beeecrypoee, and homonygoe ssquesced samples were inchuded on
every mrey lor each genocppe.

Tha 304 — (G polymaophism (1051 366 s the RPC gene, 35 well 5 the o
markers (E77C — T [rlE801133) and 1284 — T [mI1E01I3L) i the BIHFR
pene and e ET0A — G polymoephism (p344) i the OCNDE gene, was
aaalyeed wsing e sbove-described pluform, based on mecroflukdic dynamic
e b

Smieical amahvses. D are expeesed o5 medians wil lasequanis rasges
(=) or a5 otherwie specilied. Coadsume varbibles were aeesesd with a
nanparamelric analyss of vaisace by applyieg 2 mak rensiornmics on e
depeadean variahle {rask anahysis of variance] [or mone than ms Droups wilh e
Homderronl alpla adjusmeni o posr AGS COHTIparsaHE.

Camegorical daps such & gencaype and alizle lrequencies wene compared by
sz of Feher's exan e The keoveld of was estabibhed 21 e 0UG
level, and all reporeed Fovalees are mro-skdied. All anabyses were performed with
SAS [verson 9.13) sofreere (5AS lsstome [ac, Cary, MO Sepwise g
regremion analyss was used 1o examine the esociaion of d4T-TF o lulsr
levels mad other parameiers with TS polymorphisms. The varishles selened 1w be
earered im0 e pwise regression wees those thal correlusd sesificaady with TS

palymorpiisms [altr Boaferonl conectios Tor mluple 1eiag).

RESULTS

Population studied. Thirgy-three Caucasian HIW-1-infecied
patents whose cthaicity was oraced back 1o their grandparems
and who were on d4T-hased therapy were enrolled. The de-
magraphics amd vircimmunodogical stams of the population
siudicd are shown in Table 1. There were no diabetic patenis.
Oy owo patsenes (9.1%) were taking sulfonamides a the dme
af the study, and no one else was wking any other drog except
for amirerrovirals.

Iistribartion of penotypes, anthropometric, (At parameters,
and HALS. All 33 patiems who [ulfilled the inclusion criteria
were genoryped. With respec 1o TS genorypes, there were 15
patents {454%) with high-sxypression genovpes (273G, 30
3G, 3G30G) and 18 patiems (54.5%) with kvw-cxpression ge-
notypes {42, 33C, ACAC). The relationship of TS genogypes
with demographic, anthropomeric, membolic, and fa daa
and viroimmunological variables is shown in Table 2, where it
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TABLE 1. Demagraphics and vireimmonological stats of the
populat

ion studied
FParameszr” Waluz
Median {HXR]} 388 (FT] o 4400 (41048,
H:. ['EE}{men }_a.g: L R ET{{EIE} .
Mean ma. (%) of sshjects. by
source af HIV-] infection
L 13 {39.4)
HrE ey oy - E{2d.2)
LE R et R R R Rt R ) x 12 {364)
Median ()R} no. of yr since
dingnosim. 120 {10.7-17.7)
Mo (%) of subjects with the
Tollowing characieristis:
Smaker s M{TLT)
Alobeld gbeme 1 {62y
Priog AL e 13{39.4)
HCY coinfeclitf. e 11 {33.3)
HEY otnfEctian e 190
Median (IR} no. of
cellsim
dooent - SOZ {32-E00)
O noreeee IED (2TI-450)
ICIDR - = - - Lo {T51-1366)
D8 noresee GO0 [R4E4E)
M. (%) of subjecls witke
Madir 134 cell coust =100 cellsimm” ... 15 {454}
Madir CI¢ cell coust =30 cellsimm” ... 21 {&35)
Median { IR} log,p viral koad
{no. of copiey ). e 128 {1.22-1.18)
M. (%) of subjecis wilh maximum viral
Inad of =5 log,n copiesfml.......cee.. 15{454)
Median (YR} viral load decrease
{log,y nou of copies/ml]) o =138 (-2.40 1 —4.00)

= hishd, men who have s=x with mem, HTSX, heismsemak; [THY, isorvenous
drug wers HOV, hepadds ©C virus; HEY, hepaihls B vins 2 and (I8
Imorease, current CIRECDE oouses misus CI4CTE ooenis prior i siardsg of
anureproviral therapy.

is apparcmt that low-cxpression TS genorypes were associ-
ared with decreased appendicular fan (P = 0.0344) and with
the presence of HALS (odds ravo [OR] = 14.0; 95% con-
fdence inwerval [CI] = 2.09 w 10E0; P = (L)32). Table 3
shows the freguencies of the 2, 3C, and 30 alleles of TS;
MTFHR &77C — T and 1208A — T; DHFR 19-bp ins/del,
NTA — 0, 6BIC — A, and 1610C — G; RFC1 80A — G;
and CCNIN 3T0A — 0.

Antiretroviral drug exposure and immunorirological sifa-
tion. Mos of the pavienis (s = 28 84 8%) had undewoable
viral loads a1 the vime of the sody. The median plasma viral
Ioad in the five patiems in whom it was deweciable was 215
copies/ml {ramge, 109 w0 471 copiesiml). The median CI4
count was 302 cells/fmm® (IQR, 302 w 800 cells'mm®). The
madir Cd4 cell coumt was <20 cells’'mm® in 21 patients
(63.4% ) The comulated exposure 1w ancirewroviral drogs re-
laved o TS genowype & shown in Table 4.

Iniracellular concenirations of d4T-TF and penotypes. The
mean d4T-TTF concenwraions were X048 + 1554 fmal/10° cells
(medizn, 17.0 mol/10° cells [IQR = 1202 w 23.50 fmalf10®
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cells]). The mean concentrations of d4T-TP for patents with
the different genotypes are shown in Table 3, where it 5 ap-
parenn that only the TS genoaype individually influenced the
kevels of invracellular d4T-TP in a swavisvically significant way.
To anabyee the relavive comribumion of other podymorphsms w
the increase in dST-TP imracellular levels in the sewing of
kvw-expression TS, an individual analysis of cach of them was
done, with the Following resuls: MTHFR 6770 — T, P = (L1;
MTHFR 17984 — C, F = 0L025%; DHFR 19-bp ins'del, P =
0.1; DHFR 317TA — G, P> 000 DHFR G80C — A P = 0;
DHFE 1610C — G, I == 0.1; RFC1 804 — G_ P == 0.1; and
CCDNL BT0A — G, P = (L1, When the same polymorphisms
wire amahwed in the sening of bw-cxpression TS, we did moo
find a swavistically skgnificam diffierence in d4T-T1 invracelhulas
concentrations for any one of them. An exploratory siepwise
krgistic regression analysis wok d4T-TT invracellular levels as
the dependens variable (=17 or =17 fmol10F cellsTiter) and
incheded all varisbles associaed with a P valee of <01 in the
univarigie anabysis. The independent associated facwors were
polymorphism of TS {kow versus high expression; OR = 86.22;
055 Cl = 548 w nonestimable; P = 0.0023) and increase in
CId vmphocyies (=100 cells'mm®; OR = 058 95% O -
029w 0.92; P = 0.0514).

DISCUSSION

Pharmacogenetics is of recent application w the field of
antrerrovical therapy. A number of polymorphisms in genes
modifving drug meigholism and evenoally the woxic profile
have been described so far, incleding the CYP2H6 5160 — T
and CYP2R6 983T — C polymosphisms, which have been
showm 1w influence efaviren: and nevirapine plasma levels (21,
42, 48); an A(TA)TAA polymorphism of UGT1IAY for un-
conjugated hyperbilirubinemia, which has been found w be
associated with indinavir and aiaeanavir (43); and CYPF2C19
6E10 — A for nelfinavir plasma exposure (21). Additonally,
& rumar necross facor alpha position 2380 — A varan allele
has been associmed with HALS development (33). To dase,
however, the most saccessful cranslation of pharmacopenet-
ics imo the clinic has been the association of carriage of
HLA*B5T0 with hyperscnsitivity 1w abacavir (390

Car sy shows that the funcional polymorphisms of
the gene encoding TS may have implications when the patent
receives amirewroviral therapy thar inchedes d4T. These paody-
moephisms may cause substanal and significam variadons in
the intracellular concemration of d4T-TP, which is the im-
portant active pharmacelogical (and wxic) moiery of d4T
since it inhibis both HI'V-1 reverse wranscriprase (13) and
mammakan DNA polymerase (28], We have also found than
diffierem polymonphims in the genes encoding MTHFR. DHFR,
RFCI, and CCNIN have no significan impact on invracellular
d4T-TP levels. However, our findings should be viewed in light
af the inherent limimdons of the smdy because we did moo
measure TS5 mBEMA levels, mor did we measwere the ensymanic
acuvitkes of TS and TK1 or TTI? levels.

TS & a key enryme in the nucleotide hinsymbhevic pathway
thar methylates dUMEP w produece dTMIP, and the TS reaciion
& the sole de movo source of thymidylaie in the cell and is
cssemial for DNA replication (24), alhoogh the pyrimidine
salvage pathway, through TKI and TK2, alse contribuies by
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TABRLE 2 Relstionship of demogmphic. anthropomelrnic, metabolic, and @t dala with TS genotype

ANTIMICROR. AGENTS CHIEMOTHER.

Vialue by TS expression group

Characerisiic” Fyaluz
High [ = 15] Low (e = 18}

Age (y) 45.0 (430487 220 (410470 =Ll
Mo (%) male 12 (B0.0) 15 {833} =01
Wi (kg) TLD(5TL-TR.2) G245 (57.0-T5.0) =il
Mo (%) with AIIXS 3Ly 10{555) 0.0724
Mo (%) with HBY infection I(133) 1{55) =Ll
Mo (%) with HCY mfection 4 (2.7 =0l
BMI 22,00 [ 2 M-25.84) 2222 (1990-25.4T) =Ll
M. of yr af infection 13.0(120-19.2) 1340 (10070 =Ll
Waisl cincumfzrence (om) BE.O (BOD-08.1T) M5 (B1.0-95.0) =Ll
WHER 053 [ .o11.08) 094 (.92 100y =0l
LSS score 15 (D-7.45) 1.5 (2.00-10.0) 0.0713
Facial lipoatraphy soore 0 {020 20 (1.0-210) 00362
Fai perceniage 2 [ 15.47-23.8T) 1843 {1607, =Ll
Mo (%) with HALS I[17.6) 14 {827} 00016
Sy=tolic BF (mm Hg) 120 {112-131) 120 {110-1340) =0l
Dhasiolic BI {mm Hg) T5 (T2-B 745 (P08 =Ll
Whole-body B (g) L1580 (10,28-16,321) 11,260 10,0191 1 E=0) =Ll
Trunkal fat {g)} 0265 (6, 245-10,863) G046 (5,310-10,1462) =Ll
Left leg a1 (g) 1002 (768-1,922) 012 (GE2-1,130 % =0l
Appendicular a1 (g) 1,534 (3,04 2-5 1156 3,008 (2,207-3.413) 00344
Trunk/appendicular £ ratia 1107 LAG60-2 K35) 2816 (207T7-3.399 =l
M. (%) wilh metabalic syndrome GG B{41} =0l
Concn (mmalliter)

Total chalesteral 4.5 (3.56-5.91) 54T (3ET-609) =Ll

Trighroerides 215 (1.53-226) L78 (1L a0-275) =Ll

HIM. chodesienod 115 (nE8-1.53) L3 (8- 142y =Ll

LIN. cholesterol 246 (111-3.22) 208 [1.01-4.15) =0l

VLI cholestern 099 (.T1-1.04) 081 (G607 =0l

Fasting glocos: 530 (4.B7-5.6T) 550 (£.80-4.00)y =il
Fasting insulin conom iter 51D G20 (27.0-1230 =0l
HO 4 (pemeiliter) ﬁ([r'.l]—il_"val] ]_'{}[ﬂ. =0l
CIM increase [cellsimm’) 430 (283G 3R] [154-T23) =Ll
CID8 increase (cells/mm’) GIE (4TT-H56) 522 (341803 =Ll
¥iral load decrease {log,, copiesimi) 338 [L66-4.012) 330 (2.49430) =0l

= Values e expresed 3 medins |

ranges) unless specified otherwise. HEY, hepasis IF vines, HOOV, bepauts ¢ vins;, WHER, waisi-bip rasio; V1D,

very low-densiy Bpoprowis; HOMA-TR, homeoszsts model assesament-dasulls resbaance; 150, Bpodistopy severiy grading scale; BP, biood pressre.

recycling deoxythymidine from the cell wrnover or dien (32).
The varighiliy in TS cxpression can be related w a VNTR
pebymonphizm in the TS promower regson. A common G — C
SMP in the second repear of the alleles conaining three re-
peans has recenily boen described; thus, the combination of an
SMP and a8 VINTR allows the definion of diferemt TS alleles
showing diferem panerns of gene expression. We found thay
polymorphisms of TS linked 1o low expression of the ecyme
arg associated with increased d4T-TTP levels, which may have
consequences inowerms of wxicity, since as a thymidylae ana-
logue, d4T-TP is a competitive inhibiws with JTTP for paly-
merase ¢ (30). A key swep in the pathophysiology of MRTI
pharmacology and oxicity s regulation of nareral deoxyri-
bonucleoide pool simes in mivochondria than afieq mitochon-
drial DMA {mul¥A) replicanion {1). Cn the convrany, dysoegu-
lation of phosphorylason and dephosphonylation could impac
milINA replicavion (32). TS genoypes associzved with re-
duced eoryme aciivity would be expecved 10 increase the com-
povtve advanmge of d4T-TP with the endogenous (lowered)
ATTP poods, provided there are no expression changes in the
salvage pmbway of TK1 or TKZ (3). Morcover, decreased
dTTF pools will simulate thymidine kinase acuivity duee o
allevianiom of the Fecdback imhibition by the end produect of this
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meabolic pathway, dTTP (6). This may lead o a pronownced
increase of the incrace helar ragie of MRTI wiphosphane/ d TTT.
Ooce it is formed, the aciive NRTI oiphosphawe comperes
with ins corresponding namural endogenows 2"-deoxynecleoside
rriphosphate (dNTP) for inconporation by the viral roverse
rranscripase or host DN A polvmerases, causing suppression of
viral replication or woxicity (46). Therefore, due w the com-
pettive naiwre of thedr incorporaien by polvmerases, changes
in the level of cither NRT1 riphosphate, such as those de-
scribed in the presenn work, could then aher the acuviny and
wixicity of MRTIs. There is pharmacolomcal evidence thar
agenis that inhibit de aove pyrimidine nucleoide biosynihesis
have the ability 10 increase d4T phosphondacion (18). Hydroxy-
area, a ribonucleonde redoctase inhibivos than also acis by
kwering the dTTP pools, may afford similar efeos oo d4T phes-
phondarion (17). Ineerestingly, a combination of ydreounea wich
d4T has boon assocised with excess wxicity, espocially pancreati-
tis and peripheral neuropachy, & difierenn smdies (44)

There is overwhelming epidemiclogical evidence linking
4T wr the develepment of fan depor alierasons (47). In this
regard, owr |:u~|:1urur|.a.f:.' work, which needs further replicatson,
suggests thal 2 genetic mechanism may cawse an aheration of
necleside pools favoring an increase in d4T-TP kevels, which
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TABLE 3. Irﬁm}'uﬂ relatioeship of TS, MTHIJE, IDHFR,
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TABLE 4. Antiretroviral drg exposare and T3 genotype in the

RECI, amd C | genotypes with -TF intracellular levelx
’ G4T-TF coaca
L P value®
PO (Emod10F el
5
IR E -;{ 455 (1R 30-2.1 UK
AL | - 5019339
OG- MLED [EIZ-13.
o [[r| -5 LB 175722
TG e o= B
Ji_'\ﬂi.':t - :; J'.'.u{gm-m
Low expressica 21,40 [ 10.90-27.0 w0
i = 1E}
High expression 1150 (E12-11.E7)
= 15}
MTHFR &7 —=T
O [n 540 (105026 il
or 040 (142071
TT fr = 4 1230 [E.200 19,00
MTHFR I238A — T
Mﬁﬁ - I]]- L3I0 [EX2-M0.55) Riir]
Eu( I'.'.III E]].ﬂ-ﬂ 2]
{..'C - 3] B0 | 270 25,40
DHFR 19-bp ins/del
hlﬂ.mhl = 11} L5200 [ AS-H1ET) =ikl
= 1% 1700 {11 5735
EI.I\EI = 3} el L) JS.Mg%
DHEFR 3ITA —= G
.'q'.\r - ﬁ B7E5 {10 017 =il
AN A= 1590 {11 25375,
G [ = 3 2210 {15.95-61.27)
DHFR @80 — A
AA LW (133727 &7 =il
AN - 040 (1235353
O (= 17} 14,80 {10.00-31.33)
DHFR 18100 — G
O (a=1 D7_BD (10953230} =ikl
G o= 1 Il.ll!n 13.60-17
T = 3} :um-zu
a4 N
T [k =4 I!'q.'}:l 'I.'.II-]?
RPC] B0A — (7
AJA = T B400 (3.17-22.25) i1
AXG n-Js;. 480 (11 4531
TRG 2135 (1820377
OOND] 3704 — G
A - ﬂ B3 (750 >l
o= I} 040 [13.82-06.5
3G [ = B} 15.00 (13,0523 80)

population sudisd
s Valse by TS expresaloa group =
High (e = 15) Low fu = 1E)
Curress ART L1
compoalias
= =& o
Thuree MIETIs 4267 F
IF + KNRTI 0 1% 2111}
Curress NETT
backhone
4T + ITC 7 46 10 {611 il
4T + TDF { 3} 4{zz
44T + ddl L&T) 3{16T)
HAART deraics {mo) 130 [57-150} 109 (B4-121) =il
Cumebied iadhvidual
drag
AZT exposu i 0024 il ]
e R T
A4T caponure (g 199 {157.29%) ﬁ:mij o
4T domess {mgkg} 1003 (09211 L]
T ::;:Ia!:u: [mao} nmﬁnﬂ] T e [11-&9] il
el caperare (ma) 216 (160-256) 112 (171.4) _ fure
- 3
me— e g
EFV expomar {.n:‘. ufﬂu:. 5 m:. i1

WP exposure {mo)| 0 (0-19)
Pl exposurs (mo) nﬁm_uq.
MITT exposure (me) 132 (120-157)

0 il ]
7E (713} ]

121 (#9133} =il ]

“ 5@

afier Bonleron’s adpsimenc

istically sigadiican pakrwbe
L2 veras 300, 12 veras 3000, L300 veras 100, 330 veras 3000, L1306
wemms 1T 200G werms 200, 2006 wesas 3000, JOBC verme 300G, 30306
wers T, and 300G versus 200
"I.'l.lnlnpﬂhﬂﬂr:pr&m]um.

we have found vo be associated with the development of HALS
in w0 differenn smudies (11 This may cxplain why the T
genaype is also associated with the developmem of HALS
(Tabdz 2y In additien, ths mechamism may also explain the
differem impact of d4T vomiciyy on far depos in diferenn indi-
viduals, depending on their genevic backgroand.

The different genoypes of the WYNTR in the TS promoter
region (42, 23, and 33} oocur au differem (requencies in
diferem populations. In Cascasians, hereroeygosing ooours in
approximatcly 3% of the population, and ecach of the wo
homogygous genorypes is found in approximately 25% of the
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* The valkees of 21 paramesers are cxpresed as medans (imeequanile ranges).
AN, anurecroviral therapy; Fl, prozese inhibivor; KNETL noanucdemside re-
verss inkitsnr; AZT, vidovudise; 44T, savuding; T1C, lzmbudise;
ddL, e dai’, yaicimbine; ABC, abacir, TOF, wesnfodir; EFY, efa-
virenz, WYF, nevimpane

population. The same & wue for Mack people and for souh-
wisl Asianms (33). However, subjocis with homorygouws wriple
repedls were twice as commaon amang Chinese subjecis (6775
&5 among Caucasian subjoects (38%) (15). This may explain why
HALS, a wmxicity that has been directly linked w thymidine
analogues, which have been widely used all over the workd, has
been so rarely reporeed in Far East Asian couniries ().

MTHFR caalyres an irreversible comversion of 5,10-meth-
ylienewerrahydrofolase 1w S-methyhevmbhydrofolae. The former
B escnual 1w DNA symhesis by acing & a oofacwor in the
comersen of dUMEP o dTMP by TS {10). Polymorphizsms in
the MTHFR gene may infloence imracellular folae pools,
and thus, TS activity can be modified. 5o far, o funcrional
MTHFRE polymorphisms, §77C — T and 12084 — C, have
been recognized. and both of these are associawed with die-
creased emymatic actvity (14, 49). We have examined both
polymorphisms, and neither of them individually dewermined
significam changes in intraccliular levels of d4T-TT

(hher envymes that are implicased in folae meabolism and
thar consequenly have a powential impac on TS fenclionalism
anz DHFR and RFCL. DHFR i primasily imoobeed in the redioc-
tion of dibvdrofolaee, generated during thvmidviate symbesis, 1o
setrafiydrofolae inorder 10 maimzin sdegoae amoens of folae
for IXNA smbesis and homocysweine remethyladon {19).
There are a number of polymorphisms of DHFR described.

Similar o MTHFR polymorphizms, none of them significanily
madified imracellolar d4T-TP levek. BRFC) & an essencial fo-
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lave vransporter and funciions as a bidirectional anion ex-
changer, waking up folawe cofaciors and cxpoming various of-
manic anions. An 800 — A polymorphizm in the RFC1 gene
has been shown o be associaned with alierations in fidase and
homocysicine metzbolism in healby indmviduals (¥, We found
that this genetic variation did nou indece subsianuial modifica-
vons in dIT-TT inracellular levels.

We also considered the involvement of a hiological sysiem
ma[rtglﬂnmiﬂmavmlﬂnhq'mlhcmﬂnimummm
factors {DP-1 and EXF-1) thar increase the transcripion of,
amaong oahers, the TS, DHFR, and thymidine kinase genes:
one of the members of the cyclin family, OCMIN, along with
cyclin-dependent kinases, phosphorylancs and inagcuivanes the
retinoblaspsma protcin and promoles progression throogh the
(3,-% phase of the cell cycle. During this peocess the mwo men-
tioned vranscripiien factors ane rebeased in the cell We have
found thar the G — A polymorphism an meclemide E70 in the
CCNIN gene. which may modulae expressson of the cyclin 131
provein, did nov afiect the d4T-TTF imracellular levels.

The presem cross-sectional sdy, which inchsdes a limied
mumber of patcms, has shown a significant, albhoogh prelim-
inary, associaton berween the genowvype of the T% gene and
AT-TT invracelbular levels in HIV-1-infecied patiems creased
with a d4T-based anvirerroviral regime. To our knowledge, this
is the first pharmacogencnc sody that has demonstraed the
imvalvement of the mewabolic folawe pachway in dewcrmining
the levels of ddT-TP. which in wrn have been associated with
the appearamce of HALS (11 Mo unexpeciedly, TS geno-
typees are also associated with the appearance of HAL% as well.

Mharmacogenctics, and especially wascogenctics, is becom-
ing an increasingly imponant ficld in the snedy of anirewroviral
therapy for HIV-1 infection. Genewic facvors can alier dneg
metabalism and acvviy and can predict deug wxicity andfor
efficacy. Thercfore, determinaion of polymorphisms in xeno-
hiotic-metaboliring enrymes before the adminiscration of an-
virceroviral therapy coukd ofer new sarategics for opumicing
the therapy of individwal patiens.
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3. Articulo 1l

ASSOCIATION OF THYMIDYLATE SYNTHASE POLYMORPHISMS WITH ACUTE PANCREATITIS
AND/OR PERIPHERAL NEUROPATHY IN HIV-INFECTES PATIENTS ON STAVUDINE —BASED THERAPY.

Domingo P, Cabeza M del C, Torres F, Salazar J, Gutierrez M del M, Mateo MG, Martinez E,

Domingo JC, Fernandez I, Villarroya F, Ribera E, Vidal F, Baiget M.

PLoS One. 2013;8(2):e57347. doi: 10.1371/journal.pone.0057347. Epub 2013 Feb 28.

RESUMEN:

ASOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS DE LA TIMIDILATO SINTASA CON LA PANCREATITIS
AGUDA Y/O NEUROPATIA PERIFERICA ENPACIENTES CON LA INFECCION POR VIH CON
TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL BASADO EN ESTAVUDINA.

La neuropatia periférica es una de las manifestaciones de la toxicidad mitocondrial del
tratamiento antirretroviral basado en analogos de la timidina mas frecuente. La pancreatitis aguda
asociada al TARGA es un efecto grave y potencialmente mortal. Partiendo de trabajos previos donde
se ha demostrado que los polimorfismos de baja expresidon de la TS se asocian al sindrome de
lipodistrofia en pacientes con la infeccidn por VIH en tratamiento antirretroviral, llevamos a cabo un
estudio de casos y controles para probar la hipdtesis de que otras manifestaciones de la toxicidad
mitocondrial como la neuropatia periférica y la pancreatitis aguda también se encuentran

relacionadas con dichos polimorfismos.

Los pacientes expuestos al d4T presentaban una incidencia global de pancreatitis y/o
neuropatia periférica asociada al d4T de 19.05 casos por 1000 pacientes-afio (PA) frente al 4.28 en
aquellos no expuestos (p<0.0001). El genotipo de TS mas frecuentes en pacientes con
manifestaciones de toxicidad mitocondrial fue el genotipo de baja expresidn, 712.1% en pacientes
frente un 46.5% en controles (p<0.0062). En el analisis multivariante, los factores a asociados con
menor probabilidad de aparicién de la pancreatitis y de la neuropatia periférica fueron la cifra de
CD4 nadir >200 céls/mm3 (OR=0.39, IC 95%:0.18-0.87; p=0.022) y la presencia de sindrome de
lipodistrofia (OR=0.40, 1C95% 0.19-0.86; p=0.018). El Unico factor asociado con mayor probabilidad
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de desarrollo de pancreatitis y/o neuropatia fue el genotipo de TS de baja expresion (OR=3.39,

1C95% 1.60-7.81; p=0.002).
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Abstract

Background: Low expression thymidylate synthase (TS) polymorphism has been associated with increased stavudine
triphosphate intracellular (d4T-TP) levels and the lipodystrophy syndrome. The use of d4T has been associated with acute
pancreatitis and peripheral neuropathy. However, no relationship has ever been proved between TS polymorphisms and
pancreatitis and/or peripheral neuropathy.

Methods: We performed a case-control study to assess the relationship of TS and methylene-tetrahydrofolate reductase
{MTHFR) gene polymorphisms with acute pancreatitis and/or peripheral neuropathy in patients exposed to d4T. Student's t
test, Pearson's correlations, one-way ANOVA with Bonferroni correction and stepwise logistic regression analyses were
done.

Results: Forty-three cases and 129 controls were studied. Eight patients (18.6%) had acute pancreatitis, and 35 (81.4%) had
peripheral neuropathy. Prior AIDS was more frequent in cases than in controls (OR= 236; 95%C| 1.10-5.07, P =0.0247). L7ow
expression TS and MTHFR genotype associated with increased activity were more frequent in patients with acute
pancreatitis and/or peripheral neuropathy than in controls (72.1% vs. 46.5%, OR=2.97; 95%Cl: 1.33-6.90, P=0.0062, and
79.1% vs. 56.6%, OR=2.90, 95%Cl: 1.23-7.41, P=0.0142, respectively). Independent positive or negative predictors for the
development of d4T-associated pancreatitis and/or peripheral neuropathy were: combined TS5 and MTHFR genotypes
(reference: A+A; P=0002; OR,.5=0.34 [95%C|: 0.08 to 1.44], ORg. o= 3.38 [95%Cl: 1.33 to 8.57], ORg.5=1.13 [95%Cl: 034 to
3.71)), nadir CD4 cell count =200 cells/mm?® (OR =0.38; 95%Cl: 0.17-0.86, P =0.021), and HALS (OR =0.39 95%Cl: 0.18-085,
P=0.018).

Conclusions: Low expression TS plus a MTHFR genotype associated with increased activity is associated with the
development of peripheral neuropathy in d4T-exposed patients.
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Introduction thymidine analogues, namely zidowvudine (AXT) and stavudine
({d4T) stands out. The common mechanism underlying thymidine
analogues’ toxic effects is mitochondrial toxicity [3]. The ability of
the triphosphate active NRETT to inhibit mitochondrial gamma
polymerase causes mitochondrial DNA - depletion that may
eventually lead to mitochondrial respiratory chain protein de-

The doubtless efficacy of highly active antiretroviral therapy
(HAART) i still shadowed by drug toxicity, specially that
appearing in the long-term [1]. Some of the most important toxic
effects experienced by patents on HAART are caused by the
nucleoside reverse transcriptase inhibitor (NRTI) part of the
regime |2]. Among NRTI-associated toxicity, that caused by
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pletion which in turn leads to mitochondrial dysfunction [4]. This
can ultimately canse cellular dysfunction ar even cellular death [5].

The ability of thymidine analogues to nhibit mitochondrial
gamma polymerase will depend on the intracellular concentrations
of their triphosphate metabolites [6]. Therefore, all the circum-
stances increasing the levels of these metabolites may be
accompanied by a higher degree of mitochondnal toxicity [7].
We recently described how thymidylate synthase (I'S) polymorph-
isms may modify d4T wiphosphate (d41-TP) intracellular
concentrations, and how higher intracellular levels of d4T-TP
are associated with the HIV/HAART-associated lypodystrophy
syndrome (HALS) [7.8].

Our working hypothesis was that TS and MTHFR. polymorph-
isms could be associated with other manifestarions of mitochon-
drial toxicity, such as d¥T-associated pancreatiis and d¥T-
associated peripheral neuropathy. To test this hypothesis we
performed a case-control smdy in d4T-exposed patients who
developed pancreatitis or peripheral neuropathy while on d4T-
based therapy.

Patients and Methods
Population Studied

All patients and controls were recruited at the same HIV-1
infection clinic at the Hospital d¢ lo Santa Crew § Sant Pae, which
attended a population of 33535 HIV-l-infected patients berween
1994 and 2010. All were patients on active follow up with an
established diagnosis of HIV-1 infection on d41-based antire-
woviral therapy. Patients were eligible if they had developed
pancreatitis and/or peripheral neuropathy while receiving therapy
with d4T as part of their antiretroviral regimes. Controls were
subjects followed i the same cohort who did not develop
pancreatitis and/or neuropathy while on d4T therapy. Controls
were selected in a 3:1 ratio with respect to cases. They were
matched to patients with respect to age (£3 vyears), sex, and
exposure to d41" (but not tme on d4'1). A normal dose of d41 was
40 mg twice daily if the patent weighed =00 kg, and 30 mg twice
daily if the patient weighed <60 kg, whereas a reduced dose was
30 mg/12 h and 20 mg/12 h for patients with a weight of =60 or
<60 kg, respectively. Subjects who were hospitalized or had
a frank cognitive impairment such as delirmim or dementia on
enrolment were not eligible. Patients with opportunistic infections,
neoplasms or fever of undetermined origin were exchided from the
study too. Written informed consent was obtained from the
patients at study entry. The study was approved by the Ethics
Committee of the Hosiital de la Santa Creu 1 Sand Pau.

Definition of Clinical Endpoints

A case of acute pancreatitis was defined as a clinical history
consistent with pancreanas (i.e. abdominal pain with or without
findings of shock and hypotension where other causes of
abdominal pain have been excluded) with supporting biochemical
evidence of pancreatitis: elevated lipase {3 times the upper normal
limit) or amylase (3 times the upper normal limit) and evidence of
pancreatitis from radiological investigation or hemorrhagic
pancreatitis at laparotomy or post-mortem exam [9,10]. Asymp-
tomatic elevations of pancreatic enzymes were not considered to
be cases of acute pancreatins. Chronic pancreatitis cases were
excluded from the smdy.

The diagnosis of neuropathy (sensory or mixed) required the
presence of numbness, paresthesias, or dysesthesias in the patient’s
lower or lower and upper extremities with onset after starting
a d¥T-based antiretroviral regime [11,12]. A confirmatory
elecromyogram or a nerve conduction analysis was not a com-
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pulsory criterion for the diagnosis of neuropathy. The diagnosis of
AIDS was based on the 1993 revised case definition of the Centers
for Disease Control and Prevention [15].

The presence or absence of lipoatrophy, lipohypertrophy, and
mixed syndrome was determined as previously described [7]. The
metabolic syndrome was defined according to the U.S. National
Cholesterol Education Program (NCEP) Adult Treatment Panel
1T Guidelines [14] and modified as recommended in the latest
American Heart Association/National Heart, Lung, and Blood
Institute Scientfic Statement [153]. Alechol abuse was defined
when alcohol intake was =40 g daily [16].

Biochemistry Laboratory Measurements

All laboratory investigations were performed after a 12 h
overnight fast and at least 15 minutes after the placement of
a peripheral intravenous catheter, as previously described [7,8].

Genotyping Analyses

The genomic DDNA was extracted from the peripheral
leucocytes by the saltng-out procedure [17]. In the TS gene, the
variable number tandem repeat (VNTR) of 28 bp polymorphism
and the G—C SNPin the first and second repeat were analyzed. A
DNA fragment was amplified using previously described PCR
conditions and primers [7,8], and directly sequenced using an ABI
PRISM 3100 Genetic Analyzer {Applied Biosystems, Foster Ciry,
CA, USA). This G to C substitution changes a critical residue in
the USF E-box consensus element, abolishes USF-1 binding, and
alters transcriptional activity. TS genotypes of the patients were
classified according to Kawakami and Watanabe into two groups:
high expression type (2/3G, 3C/3G and 3G/3G) and low
expression type (2/2, 2/3C and 30/ 3C) [18].

The MTHFR gene polymorphisms (677C—T [rs1801133] and
1298 A—C [rs1801131) were determined. These rwo polymorph-
sms were analyzed using Fluidigm’s Biomark system. This
technology is designed for the allelic discrimination 5' nuclease
assay. The samples and the TagMan Gene expression assays
[Applied Biosystems, Foster Ciry, CA, USA) were prepared
following manufacturer’s instructions. The 4848 dynamic arrays
used were automatically loaded using an IFC Controller (Fluidigm
Corporation), and real-time reactions were performed and
analyzed using BioMark Real-Time PCR System and Analysis
software (Fluidigm Corporation), respectively. As a quality control,
normal, heterozygote and homozygote sequenced samples were
included on every array for each genorype. MTHFR genotypes
were classified also into two groups: those associated with
a decreased enzymatic activity (homozygous 6771, homozygous
12980 and compound heterozygous patients), and genotypes
associated with an increased enzymartic acitivity (heterozygous and
wild-type partients) [19]. Combined TS and MTHFR genotypes
with respect to enzyme activities produced four groups: low TS
expression and increased MIHFR actvity (B+A), ow TS5
expression and decreased MTHFR actvity (B+B), high TS
expression and increased MTHFR activity (A+A), and high TS
expression and decreased MTHFR activity (A+B).

Statistical Analyses

Data are expressed as median with interquartile range (1QR) or
as otherwise specified. Continuous variables were assessed with the
nonparametric Mann-Whitmey test and categorical data such as
genotype and allele frequencies were compared by use of the
Fisher's exact test. The level of significance was established at the
0.05 level and all reported P values are two-sided. A logstic
regression  analysis was used to examine the association of
peripheral neuropathy and/or pancreariris with TS and MTHFR
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polymorphisms and other parameters; variables associated with
a P<0.1 in the univariate analyses were induded in the
multivariate stepwise analysis. All analyses were performed with
the SAS version 9.1.3 software (SAS Institute Inc., Cary, NC).

Results
Population Studied

From January 1994 to December 2010, there were 102 cases of

pancreatitis and/or peripheral neuropathy in our cohorty 34 cases
of pancreatitis, 62 peripheral neuropathies and 6 cases with both
pancreatitis and neuropathy. Of them, 63 (61.7%) were associared
with d4T exposure, which had been taken at any time by 899

patients for a total exposure of 39,684 months. The incidence of

d4T-associated pancreatitis and /or neuropathy was 19.05 (95%
CI: 14.28-24.39) cases per 1000 patient-years (PY) in those
exposed to d4T and 428 (3.13-5.86) n those not exposed
(P<<0.0001). For peripheral neuropathy the incidences were 18.75
(14.62-24.05) and 1.98 (1.25-3.14), respectively (P<20.0001),
whereas for pancreatitis they were 10.28 (7.35-14.39) and 2.3
(1.50-3.54), respectively (P<<0.0001). We studied 172 HIV-I1-
infected, Caucasian patients, exposed to a d4T-based therapy (43
cases and 129 controls). There were no differences between the 43
cases studied and the 20 patents excluded because of lack of DNA.
Demographic, means of acquiring HIV-1 infection and the
immunovirological status of patents and controls are shown in
table 1. There were 127 men (73.8%) and 45 women (26.2%), with
a mean age of 51.1%10.9 years (median: 49.0 [IQR: 42.0-58.0]
years). SXty-nine patents (4).1%) had had a prior AIDS-defning
condition. Eight patients (18.6%) had pancrearitis, and 35 (81.4%)
had peripheral neuropathy. Prior AIDS was significantly more
frequent in cases than in controls (OR = 2.36; 95%CI: 1.10-5.07,
P=0.0247). No patient was diabetic or was using insulin or
hypoglycemic agents. Alcohol abuse was documented in 11
patients (6.3%). The median daily alcohol consumption for
alcohol abusers was 63.0 (IQR: 55.0-94.5) grams, without
statistically significant differences between cases and controls
(P=0.8738).

Antiretroviral Drug Exposure and Immunovirological
Status

Most of the partients (124, 72.9%) had undetectable viral load at
the time of the stady. The median viral load for those who had it
derectable was 2.0 (IQR: 1.66-3.06) log, s copies/ml. The mean
CD4 count was 5804291 cells/mm® (median: 539 [IQR: 383
784]). Nadir CIM cell count was <200 cells/mm® in 109 patients
(60.5%) and <100 cells/mm® in 75 (41.7%). A CIM cell count
nadir <200 cells/mm” was significantly more frequent in cases
(OR=12.34; 95%CI: 1.03-558, P=0.0437) (Table 1). The
maximum viral load was above 5 loga copies/ml in 106 patients
(61.6%). Four cases (9.3%) and 31 contols (24.0%) were receiving
reduced d4T doses (OR =0.32; 95%CIL: 0.05-1.01, P=0.0630).
The cumulated exposure to antiretroviral drugs is shown in table 2.
More cases than controls were receiving d4'1 plus ddl ar event
(33.5% ws. 34.1%, OR=2.22; 95%CL: 1.04-4.76, P=0.0379).
None of the patients was receiving hydroxyurea.

Metabolic Data, Metabolic Syndrome and HALS
Metabolic and fat data are shown in table 3. There were no
differences between cases and controls with respect to anthropo-
meiric and membolic parameters. Sixty-nine patients (38.3%) had
metabolic syndrome, without differences between cases and
controls (OR =1.59; 0.75-3.32, P=0.2498). Ninety-three patients
(3+.1%) had HALS, HALS was less frequent in cases than in
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controls (41.9% ws. 58.1%, OR =052, 9%5%CI: 0.24-1.10,
P =0.0932).

T5 and MTHFR Polymorphisms, and Development of
Pancreatitis and/or Peripheral Neuropathy

The distribution of the different genotypes is shown in table 4.
Ninety-one patents (32.9%) had a low expression IS genotype.
This genotype was more frequent in patients with pancreatitis
and/or peripheral neuropathy than in controls (72.1% vs. 46.5%,
OR =297; 93%CL 1.33-6.90, P=0.0062). The association
remained statistically significant when peripheral neuropathy
alone was considered (GB.6% vs. 46.5%, OR =251; 9%5%CI:
1.07-6.14, P=0.0336), whereas there was a trend to significance
for pancreatitis (87.3% wvs. 46.5%, OR=8.05; 95%CI: 0.98-
367.94, P=0.0592). Neither 677C—T (P=0.1119) or 1298A—C
(P=0.0708 MTHFR polymorphisms were associated with the
development of pancreatitis and/or peripheral neuropathy.
However, when functional wanslation was taken into account
MTHFR. genotypes associated with increased enzymatic activity
were more frequent in cases than in controls (79.1% wvs. 56.6%,
OR =290, 95%CI: 1.23-7.41, P=0.01423). The association
remained statistically significant  for peripheral neuropathy
(77.1% ws. 58.4%, OR =240, 95%CI: 0.97-6.55, P=0.0417),
but not for pancrearitis (87.5% vs. 60.9%, OR =448, 95%CI:
0.55-205.51, P=0.2553).

Combined TS and MTHFR genotypes with respect to
peripheral neuropathy or pancreatitis are shown in table 4, where
it is apparent that those combinations with a greater negative
impact on T'S activity were more frequently seen in cases,

Factors Associated with Development of Pancreatitis
and/or Peripheral Neuropathy

A multivariable analysis was performed taking as the dependent
variable the development of pancreatitis and/or peripheral
neuropathy and as inclf;penclent variables, age, sex, AIDS, CD4
count nadir <200/mm’, CD4 nadir <100/mm’, d4T EXPOSUNe
(m), d4T exposure (g, d4T exposure (mg/kg), AZT exposure (m),
AZT exposure (g), ABC exposure (m), d4T plus ddl at event, EFV
exposure (m), Pl exposure (m), NRTT exposure (m), HALS, TS
genotype (low vs. high expression)MTHFE genotype (increased
vs. decreased enzymatic activity), and combined T8 and MTHFR
genotypes, all variables associated with a P value <<0.1 in the
univariate analysis. Independent positive or negative predictors for
the development of d4T-associated pancreatitis and/or peripheral
neuropathy were: combined TS and MTHFR genotypes (refer-
ence: A+A; P=0.002; ORa.5=034 [95%CL: 0.08 o 1.44],
ORg,s =338 [95%CI: 1.33 o 857], ORg,z=1.13 [95%CI:
0.34 to 3.71]), nadir 14 cell count =200 cells/mm® (OR =0.38;
95%CLE 0.17-0.86, P=0.021), and HALS (OR=0.39 9%5%CI:
0.13-0.85, P=0.018).

Discussion

Our study suggests an association between TS and MTHFR
polymorphisms and the appearance of d41-related toxicity in the
form of acute pancreatitis or peripheral neuropathy. However, our
work has inherent limitations. First, this is a case-control study and
therefore no causal relationships should or must be drawn.
Second, in case-control studies endpoint verification & of
paramount importance. It is known that peripheral neuropathy
or acute pancreatits in the setting of HIV-1 infection treated with
HAART may be caused not only by antiretroviral drugs but also
by other drugs, alcohol abuse, or biliary stones and hypertrigly-
ceridemia in the case of pancreatts [20]. On the other hand,
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there is no pathopmomic test to etiologically ascribe the etiology of

peripheral neuropathy or pancreatitis. Notwithstanding that, none
of these well-known causes was present when patients in the smudy
were diagnosed as having peripheral neuropathy or pancreatiris,
except for alcohol abuse which in fact was more frequent among
controls.  Unfortunately, when the smdy was performed, in-
tracellular d4T-TP concentrations in PBMCs were not available.
Third, d4T is a well-known cause of peripheral neuropathy and
pancreatitis, especially when combined with didanosine (ddl) or
even more when combined with ddl and hydroxyurea [21].
Among our cases, 23 (53.5%) were also exposed to ddl, which may
have contributed to the development of pancreatins and/or
peripheral neuropathy. Although cumulared exposure to ddl was
not different in cases and controls, taking d4T plus ddl at event
was statistically more frequent in cases. However, taking both
drugs in combination was not an independent predictor for the
development of peripheral neuropathy and/or acute pancreatitis.
Fourth, there are a number of gene markers which have heen
associated with the risk of developing both toxic peripheral
neuropathy and pancreatitis in HIV-infected patients on HAART,
such as cystic fibrosis trans-membrane conductance regulator
(CTR) and serine protease inhibitor kazal-1 (SPINK-1) mutations
for pancreatitis and mitochondrial haplotype T for peripheral
neuropathy [22-24]. We cannaot exclude the possibility that some
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Table 1. Demographics and immunovirological status of the population studied.

Cases (N=43) Controls (N=129) P value
Age (yrs.) 4R.0 (42.0-57.7) 500 (42.0-583) 09042
Males, n (%) 32 (7a4) 95 (73.6) 09999
Risk group
MsM, n (%) 17 (39.5) 45 (349) 0.3366
Htsx, n (%) 14 (32.5) 55 (4256)
IDU, n (%) 11 (23.3) 30 (21.7)
Other*, n (%) 2 [45) 1 08}
Years since diagnosis 13.0 (9.0-15.7) 12.0 (10.0-17.0) 0.4065
AIDS, n (%) 24 (55.8) 45 (349) 00195
Smokers, n (%) 17 (39.5) 70 (54.3) 0.1138
Alcohol abuse, n (%) 1(23) 10 (7.0 02952
HBV co-infection, n (%) 60119 11 {85} 03751
HCV co-infection, n (%) 13 (30.2) 40 (31.0) 09999
Current CD4 count, cells/imm® 515 (346-730) 543 (3BE-T792) 0.5430
CD4 increase, cellsimm® 386 (194-574) 339 (207-553) 0.6044
Current CD8 count cells/mm® B34 (582-1181) B74 (617-11448) 06521
CD8 increase, cellsimm® 555 (144-799) 370 (122-594) 0.1180
Nadir CD4 cell count, cells/mm® 83 (23-206) 182 (54-314) 0.00M
Nadir CD4 cell count <100 mls.-'nm’. n (%) 24 [55.8) 45 (35.1) 0.0201
Nadir CD4 cell count <200 cells/mm™ n (%) 32 (F44) 71 (555} 0.0314
Viral load, log . copiesiml 128 (1.28-128) 128 (12B-155) 08307
Undetectable viral load, n (%) 33 (76.7) a1 (70.5) 0.5564
Maximum viral load, log,, copies/ml 546 (470-579) 519 (428-558) 0.1479
Maximum viral load =5 log, copies/ml 31 (68.9) 75 (5556) 0.0643
Viral load decrease, log . copies/ml 378 (2B4-428) 358 (253-4.16) 03725
Values are expressed as median and interguartile range, unless indicated.
*includes 2 patients with post-transfusion HIV and 1 with unknown risk, MsM = men who have sex with men, HTSX = heterasexuals, IDU = intravencus drug users,
AlDS = acquired immune deficiencgy syndrome, HCV = hepatitis C virus, HBV = hepatitis B virus, ml = milliliters.
doi:10.1371/joumal.pone005 7347 1001

of these untested genes may have contributed to acute pancreatitis
and/or peripheral neuropathy in our patients.

Acute pancreatitis in the setting of HIV infecton and
antiretroviral therapy has wide incidence rates ranging from
1.27 to 22 Gevents,/ 1000 PY [25-28]. These wide incidence rates
may he explained by different diagnostic criteria (clinical vs.
laboratory-based), and by the fact that some of the studies were
performed in early calendar vears, when more toxic drugs were
used. Its appearance has been linked to the classical risk factors;
ie. alcohol abuse, hypertriglyceridemia, as well as to the use of
antiretroviral drugs such as d4T and ddI [25-27]. The incidence
rates for peripheral neuropathy have also been very wide, ranging
from 0.7 to 39.7/1000 PY |29]. Known risk factors for developing
peripheral neuropathy in HAAR T-treated patients include alcohol
abuse, treatment with other neuropathic drugs (isoniazid, meth-
otrexate,...), factors which were ruled our in our parients [30].
However, sometimes it is difficult to distinguish toxic peripheral
neuropathy from exacerbation of HIV-associated neuropathy in
HAART-treated patients, which may also contribute to these
varving incidence rates. Notwithstanding that, none of our patients
had clinical feamires consistent with peripheral neuropathy prior to
taking d4T. The incidence of both acute pancreatitis and
peripheral neuropathy in our work fall within these wide ranges,
maost probably because our smdy period spans throughout a long
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Table 2. Antiretroviral drug exposure in the population
studied.

TS/MTHFR Genotypes in Peripheral Neuropathy in HIV

Controls
Parameter Cases (n=43) (n=129) P value
ART compaosition at event 00154
Pl-based, n (%) 33 (747) 69 (53.5)
INNRTI-based, n (%) 10 (232) 51 (39.5)
3 NRTIs, m (%) 0 (0.0} 9 (7.0)
NRT| backbone at event
dAT+3TC, n (%) 15 (349) 69 (53.5) 03335
d4T+ddl, n (%) 23 (535) 44 (34.1)
d4T+ABC, n (%) 2 (4.6 & (4.6)
d4T alone, n (%) 2 (4.6) 6 (4.6)
da4T+3TCHABC, n (%) 1(23) 3(23)
d4T+3TC+ddl, n (%) 0 (0.0} 1 (0-8)
Current d4T use, n () (0} 29 (22.5) 0.0015
Curent AZT use, n (%) 12 (302) 4(3.1) <20.0001

ART duration imj} 110.0 (93.0-138.7) 115.0 (94.7-1432) 04783
Individual drug exposure

430 [(20-70.7) 110 (0.0-41.0)
559.6 (21.2-998.2) 1588 (0.0-583.8) 0.0026
260 (9.0-47.7) 570 (3B.7-76.0)

62.9 (21.8-109.8) 1355 (86.7-177.2) <0.0001

AZT axposure, m 00013
AZT exposure, g
daT exposure, m

daT exposure, g

< 00001

d4T exposure, mg/kg 115 (1.04-1.27) 106 (092-1.18) (Q.0126
3TC/ETC exposure, m 680 (380-917) 700 (360-1032) 0.6790
ddl expasure, m 110(32-330) 170 (00-602)  0.2688
ddC exposure, m 0.0 {0.0-0.0} 0.0 (0.0-00) 0.7167
ABC exposure, m 20 (00462) 00 (00-267) 0.0406
TDF exposure, m 0.0 [00-45.0) 140 (D0-430) 03340
EFV exposure, m 0.0 {00-0.0} 2.0 (0.0-63.0) 0.0947
NVP exposure. m 60 (00-460) 2.0 (0.0-50.3) 0.6660
ETV exposure, m 0.0 (0.0-0.0} 0.0 (0.0-00) 0.3068
Pl exposure, m 109.0 (28.2-168.7) 460 (22.7-97.5) 0.013
NRTI axposure, m 196.0 (157 2— 2240 (1720~ 0.0819
247.5) 267232)

All parameters expressed as median and (interguartile range) unless indicated.
HALS = HIV-1/HAART-associated lipodystrophy syndrome, ART = antiretroviral
therapy, Pl = protease inhibitor, NNAT! = non-nudeoside reverse transaiptase
inhibitor, NAT| = nucleoside reverse transcriptase inhibitor, d4T = stavudine,
ITC = lamivudine, FTC = emtricitabine, TDF = tenofovir, ddl = didanosine,

AZT = zidovudine, ddC = zalcitabine, ABC = abacavir, EFV = efavirenz,

NVP = nevirapine, ETV = etravirine, m = months, g =grams, kg= kilograms.
doiz10.1371/joumnal pone 0057347 1002

time period when mitochondrially-toxic drugs were soll widely
used.

Acute pancrearitis has been assodated with mutations in CTR
and SPINK-1 genes both in the general population and in HIV-
infected patiens [22,23]. Among HIV-infected patients with acute
clinical pancreatitis in a small study, 40% were carriers of CTE or
SPINEK-1 mutations [31]. Similarly, a number of gene poly-
morphisms have been described, associated with an increased risk
of developing peripheral neuropathy associated with d4T and ddl
use, including mitochondrial haplotype T [32], the mitochondrial
polymorphism MTND2/HON4917G, speafic to haplogroup G
|32], and the 282 C=Y hemochromatosis gene mutation [33].
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Table 3. Anthropometric, metabolic and fat data in the
population studied.

Cases (n=43) Controls (n=129) P value
Weight, kg 647 (B00-737) 655 (SB0-730) 07582
BMI, kg/m?® 735 (205-258) 238(213-257) 05769
Waist circumference, cm 890 (81.2-937) 890 (827-950)  0.B006
WHR 0.96 (0.90-1.02)  0.95 (0.90-1.02}) 0.8987
LSGS score, units 4.5 (20-100) 7.0 (34-111) 0.0386
Facial score, units 1.0 (00-2.0) 2.0 (0.7-2.0) 0.0222
Systolic BP, mm Hg 120 (120-138) 120 (110-120) 0.2025
Diastolic BP, mm Hg 75 (70-80) 75 (70-80) 0.6513
Metabolic syndrome, n 21 (46.7) 48 (35.5) 0.2498
%)
Total cholesterol, mmolf 5.07 (4.18-6.03) 5.08 (4.44-592) 0.8966
Triglycerides, mmol/fl 1.90 (1.17-3.22) 1.63 (1.12-2.54) 0.2752
HDL cholesterol, mmol/l 1.11 (0.95-1.32) 1.23 (0.97-1.53) 01690
LDL cholesterol, mmel/l 2.89 (2.28-3.65) 2.80 (2.46-3.50)  0.6693
VLDL cholesterol, mmol/ 0,88 (0.54-1.19) 077 (052-1.11) 0.3723
Fasting glucose, mmol/l 530 (5.02-5.87) 530 (4.90-600)  0.8317
HALS, n %) 18 (41.9) 75 (58.1) 0.0932
All values expressed as median and (interguartile range) unless specified.
HALS = HW-1/HAART-assodated lipodystrophy syndrome, BM| = body mass
index, WHR = waist-hip ratio, LSGS = lipodystrophy severity grade score, mmaol/
|= milimoles per liter, HDL= high density lipoprotein, LDL = low density
lipoprotein, VLDL= very low density lipoprotein pmoll= picomoles per liter,
g =grams.
dei:10.1371 joumal pone0057 34 7.1003

Among the factors independently associated with the de-
velopment of neuropathy or pancreatts, we found a low CD4
cell count nadir, a common marker for most toxicities and co-
morbidities [34,35]. Most probably it 5 a signal of increased
inflammation and/ or immune activation, which in turn contribute
to overexpression of nuclenside transporters potentially leading to
increased intracellular d4'T-TP levels |36]. The association of TS
and MTHFR polymorphisms with mitochondrial toxicity has
biclogical plansibility, since genotypes which have a negative
impact on TS activity are associated with higher d4T-TP
ntracellular levels and with fat redistribution, a well-known
tosdcity of mitochondrial origin [7,8]. Not surprisingly, we found
that low expression TS genotypes are also associated with the
appearance of d4T-induced mitochondrial toxiciy in the form of
peripheral neuropathy whereas the association for acute pancre-
atitis showed only a trend to statstical significance, most likely
because of the small number of cases. A potentially contributing
factor could have been that cases had a higher per weight exposure
to d4T than controls, but again this was not an independent
predicror of development of neuropathy or acute pancrearitis.

MTHFE gene is also polymorphic. The best known paly-
morphism consists of a 677 C—T transition in exon 4, which
results in an alanine to valine substituton in the predicted catal vtic
domain of MTHFR. This substitution renders the enzyvme
thermolabile and homozygotes and heterozygotes have about
70% and 353% reduced enzyme activity, respectively [37]. A
second common polymorphism in the MTHFR gene s a 1298
A—(C transition in exon 7 which results in a glutamate to alanine
substimition within a presumed regulatory domain of the protein
|38]. The 1298C allele leads to a decreased enzyme activity, and
individuals who are compound heterozvgous for the 6771 and
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Table 4. Gene polymorphisms associated with the presence of pancreatitis and/or neuropathy in d4T-exposed patients.

Cases (n=43) Controls (n=129) P value
TS genotype
2R2R, n (%) 9 (20.9) 19 (139} 0.0618
2RC, n (%) 15 (349) 30 (232)
2R3G, n (%) 7 (163) 35 (27.1)
3C/3C, n (%) 7 (16.3) 11 (B.5)
3C/3G, n (%) 5 (11.6) 25 (19:4)
3G/3G, n (%) 0 (D.0) 10 (7.7}
Low expression, n (%) 3 (721) 60 (46.5) 0.0046
High expression, n (%) 12 (279) 69 (535)
MTHFR 677C—T genotype
CIC, n (%) 21 (48:8) 42 (325) 0.1119
CIT, n (%) 18 (41.9) 63 (4B.8)
TIT, n (%) 4(9.3) 24 (186)
MTHFR 1298A—C genotype
ASA, n (%) 22 (51.2) 64 (49.6) 0.0708
AC n (%) 14 (32.5) 5B (44.9)
CIC, n (%) 7 (163) 7 (54)
MTHFR genotypes and enzymatic activity
Genotypes with increased activity®, n (%) 34 (79.1) 73 (56.6) 0.0066
Genotypes with decreased activity, n (%) 9 (209) 56 (209)
Combined TS and MTHFR genotypes
Low expression and increased activity (B+A), n (%) 25 (58.1) 34 (26.3) 0.0013
Low expression and decreased activity (B+B), n (%) 6 (13.9) 26 (20.1)
High expression and increased activity (A+A), n (%) 9 (20.9) 9 (30.2)
High expression and decreased activity (A+B), n (%) 369 30 (222)

TS = thymidylate synthase, MTHFR = methylene-tetrahydrofolate reductase,

doi:10.1371/joumal pone 0057347 1004

1298C have a 40-50% reduced MTHFR activity |19]. Therefore,
the non-mutated forms of MTHFR exhibit high enzymaric activity
and should lead to high levels of ntracellular 3,10-methylene
tetrahvydrofolate that will favor the formanon and stability of the
inhibitory ternary complex involving TS, 5,10-methylene tetra-
hydrofolate and deoxyuridine monophosphate [19]. Consequent-
ly, patients with non-mutated alleles should have a decreased TS
activity, which in turn may lead to increased d4T-TP intracellular
levels and to clinical toxicity including pancrearitis and peripheral
neuropathy.

Stavudine-associated side effects may seem of only limited
relevance today, because its use has greatly decreased in developed
countries mainly due to its association with far distribution
abnormalities [39]. However, its use in developing countries as
part of the starting antiretroviral regimes, with its assodated toll of
toxicities [1], s stll common despite the WHO recommendation
to substitute for less toxic NR'TT when feasible [40)].
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In summary, our study suggests that d4T-associated acute
pancrearitis and/or peripheral neuropathy are associated with
low-degree TS expression and MTHFRE genotype associated with
an increased enzymaric activity. There i a plausible pathogenic
mechanism for such an association since it is well-known that, in
d4T-treated patients, the presence of low-degree TS expression
genotype is  associated with increased d4T-TP intracellular
concentrations and MTHFR genotype associated with an in-
creased enzymatic  activity contributes to a  decreased TS
functionality. This may be of value in tailoring d4°T therapy when
needed.
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DISCUSION



Los hallazgos cientificos en los que esta basada esta tesis doctoral se exponen a continuacién.

Tanto IPs como ITINs han sido relacionados con el desarrollo de sindrome de lipodistrofia

[Carr 1998, 1999, 2000// Saint-Mare] ) o identificacion de anabolitos de

asociado al tratamiento antirretroviral
AZT (mono-, di- y trifosfato) en adipocitos murinos 20 minutos después de su administracién
demuestra que los andlogos de la timidina entran rapidamente en las células y que su metabolismo

[Janneh]

es intracelular . Estos datos indican que el grado de fosforilacién es comparable al observado

en células de sangre periférica y lineas celulares linfoides [s2'e// Lenhard/ zhang//Rudich]

La concentracion intracelular de los dNTP determina tanto efecto antirretroviral mediante la

unién a la Tl como su efecto toxico por inhibicién de la Pol- ¥ mitocondrial Vel ') 6s metabolitos TP

de los ITINs pueden alterar el metabolismo de los nucleétidos enddégenos mediante inhibicién
directa de los enzimas que metabolizan los nucledtidos, mediante la alteracion de las interacciones
alostéricas que regulan los pools celulares de dNTP o bien mediante la alteracidn de la expresién de

los enzimas del metabolismo de los nucleétidos Y2,

Estudios previos han demostrado una reduccién de la fosforilacion de AZT al administrar
timidina exdgena ya que ambas compiten por los enzimas de fosforilacidn, llegando incluso a abolir
parcialmente su actividad ™™ por otra parte, se ha demostrado que el tratamiento con AZT
influye en las concentraciones de diferentes metabolitos timidinicos, asi dosis bajas de AZT (100 uM)
causan un aumento en los niveles endégenos de TTP, mientras que dosis mayores (1000 uM)
resultan en un descenso de los niveles de TTP, dATP y dGTP Velal ') s metabolitos TP de otros ITINS
como el TFV, también han demostrado ejercer una importante regulacién en los pools de

nucledtidos mediante la inhibicion del enzima PNP (purine nucleoside phosphorylase) & 2004

’

encargado de producir nucleétidos monofosfato cuando la sintesis de novo ha sido interrumpida.

Bajo la hipdtesis de que las concentraciones de los IPs juegan un papel importante en el
desarrollo de la lipodistrofia, mediante la inhibicién de la diferenciacion de los adipocitos L)
inhibiendo el metabolismo de los esteroides "™ 19! ‘hasta |a fecha solo existe un trabajo sobre la
relacion entre niveles de nelfinavir y el desarrollo de lipodistrofia ™" En este trabajo se relaciona
de manera independiente las concentracidon media valle de nelfinavir con el desarrollo de

lipodistrofia de manera global y con lipoatrofia periférica.
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Las evidencias expuestas previamente nos llevaron a realizar un primer trabajo en el que
medimos las concentraciones intracelulares de d4T-TP en células de sangre periférica de 33
pacientes que estaban recibiendo estavudina como parte de su tratamiento antirretroviral. Este
trabajo nos permitié relacionar las mayores concentraciones intracelulares de farmaco con el
desarrollo de lipodistrofia. Acorde con publicaciones previas donde se evidencian niveles mayores de

AZT-TP y 3TC-TP en pacientes con infeccidén por VIH-1 en estadios avanzados ™

, en nuestro
estudio se hallaron niveles mas elevados de d4T-TP en pacientes que habian desarrollado
previamente una condicion definitoria de SIDA. Esto puede ser explicado por el hecho de que la
activacion celular, como ocurre en fases avanzadas de la infeccion, se ha relacionado con aumento
de la fosforilacion de AZT y 3TC. Por otra parte, estudios recientes han relacionado un polimorfismo
en el gen de la IL-1B (+3954C/T) asociado con menores niveles de citoquinas pro-inflamatorias (por

[Asensi]

ejemplo TNF-a) con un cierto papel protector respecto al desarrollo de lipodistrofia . Es por
esto que una de las teorias sobre la etiologia de al lipodistrofia, propone la inflamacién del tejido
adiposo como un mecanismo etioldgico del HALS, asociando el polimorfismo 238G—2>A en la region

[Maher]

promotora del gen del TNF-a con el desarrollo de lipodistrofia . Si bien un meta-andlisis

[Veloso]

posterior no ha podido demostrar esa relacion

En la infeccién por el VIH-1 una de los principales objetivos al elegir un determinado régimen
antirretroviral es evitar en la mayor parte posible una posible toxicidad, ya que no solo influye en la
evolucién de la enfermedad y en la adherencia, sino también en la adaptacion del paciente a su

[Juday]

nueva situacion Una de las herramientas de las que hemos comenzado a disponer de manera

reciente es la farmacogenética.

Se han descrito polimorfismos relacionados con modificaciones en el metabolismo de los
farmacos o incluso con su perfil toxico. Asi, los polimorfismos CYP2B6 516G>T y CYP2B6 983T>C se
han vinculado con efectos secundarios del EFV sobre el sistema nervioso central (SNC) en la primera

semana de tratamiento He Wane I

y con mayores concentraciones plasmaticas del farmaco durante
las primeras 24 semanas de tratamiento. Sin embargo, existe una tolerancia del SNC a los efectos
secundarios ya que no se pudo relacionar ni los polimorfismos ni las concentraciones plasmaticas
mas elevadas con persistencia de los sintomas. Por otra parte, este mismo polimorfismo se ha
relacionado también con concentraciones plasmaticas mayores de NVP y con mayores

concentraciones intracelulares de EFy [Roteer Enero 2005]

El desarrollo de hiperbilirrubinemia no
conjugada en el tratamiento con IDV y ATZ se ha relacionado con un polimorfismos en el elemento

promotor TATA del gen que codifica la isoforma UGT1A1 del enzima UDP-glucuronosil transferasa
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(UGT). Los promotores que contienen 7 repeticiones de los nucledtidos timina-adenosina (TA) ,
A(TA),TAA (alelo UGT1A1*28), son menos activos que los promotores que contienen 6 repeticiones
de TA y por tanto los homocigotos para el alelo UGT1A1*28 presentan niveles mas elevados de

bilirrubina no conjugada [Reteer Octubre 20051

El enzima clave en el metabolismo de las pirimidinas y que se ve influenciado con la
administracién de inhibidores de la transcriptasa inversa analogos timidinicos de los nucledtidos
(AZT y d4T) es la TS. El gen que codifica este enzima es polimérfico como se ha explicado
anteriormente. Ante la evidencia de que las células homocigotas 3R/3R se asocian con mayor
actividad de la TS realizamos un segundo trabajo para comprobar si los polimorfismos de los enzimas
del metabolismo de las pirimidinas influyen en las concentraciones de d4T-TP intracelulares.
Estudiamos los polimorfismos de la TS distinguiendo entre los de alta expresidn del enzima (2/3G,
3C/3G, 3G/3G) y los de baja expresién (2/2, 2/3C, 3C/3C) y a su vez, como la actividad TS puede ser
regulada por las actividades de otros enzimas como son MTHFR, DHRF y RFC1 también estudiamos
los polimorfismos de los genes de estos enzimas. Encontramos que Unicamente los polimorfismos

asociados a menor actividad de la TS se asociaron con concentraciones intracelulares de d4T-TP

mayores. El d4T-TP compite con los dNTP naturales tanto por la Tl como por la Pol-¥ mitocondrial.

Esta inhibicion competitiva conlleva una desregulacion de los pools de dTTP naturales en la

N el g que explica en parte su

mitocondria que pueden afectar a la replicacion del mtAD
toxicidad. Esta disregulacidon, al disminuir los pools de dTTP, favorece el aumento de las
concentraciones intracelulares de d4T-TP. Se ha demostrado previamente que agentes inhibidores
de la TS que depleccionan las células de dTTP como el 5-Fluorouracilo y su desoxinucledsido (29-
deoxi-5-fluorouridina) actuando sobre la via de sintesis de novo de las pirimidinas, pueden aumentar

la fosforilacion del d4T (6201999,

A su vez demostramos una relacidn entre los polimorfismos de baja expresion de la TS y el
desarrollo de HALS. La prevalencia de los polimorfismos de la TS es diferente en diversas regiones
de mundo. Asi, por ejemplo, el 50% de la poblaciéon caucdsica es heterocigoto y cada uno de los
homocigotos supone el 25% de la misma, con similares frecuencias en la poblacidon negra y en el
sudeste asiatico ™", Sin embargo, la presencia del homocigoto de 3 repeticiones en tdndem entre

la poblacién china es dos veces mas comun (67%) que en la poblacién blanca (38%) ™*"*". Este hecho
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podria explicar porque el desarrollo de HALS es tan poco frecuente entre la poblacidn de los paises

del este asiatico ("¢,

La toxicidad mitocondrial asociada a los ITINs abarca un amplio abanico de manifestaciones
clinicas, no Unicamente el HALS. Por lo que a raiz de los hallazgos del segundo articulo, realizamos un
tercer trabajo basado en un estudio de casos y controles en pacientes expuestos a d4T para valorar
si en los pacientes en tratamiento con d4T era mas frecuente el desarrollo de pancreatitis aguda o
neuropatia periférica. Ambas manifestaciones se han asociado en los pacientes VIH a otras causas
diferentes del d4T como son la litiasis biliar o la hipertrigliceridemia en el caso de la pancreatitis o el
abuso de alcohol y el uso de otros farmacos, por ejemplo ddl, isoniazida o metotrexate en el
desarrollo de la neuropatia periférica. Sin embargo, a excepcién del consumo de alcohol, que es mds
frecuente en los controles, ninguna de estas causas esta presente en el momento del diagndstico,

por lo que consideramos secundarias al tratamiento antirretroviral.

Respecto a la neuropatia periférica encontramos una asociacién estadisticamente significativa
entre los polimorfismos de baja expresion y el desarrollo de toxicidad mitocondrial, en el caso de la
pancreatitis, los datos muestran una cierta tendencia pero sin resultar significativa. Probablemente
esto se debe al menor nimero de casos de pancreatitis (32) presente en el estudio en comparacién

con los de neuropatia (34 vs 62).

Los d-farmacos antirretrovirales (d4T,ddl, ddC) han sido relacionados con el desarrollo de
toxicidad mitocondrial, especialmente la asociacion ddl y d4T. Si bien es cierto que la asociacion de
d4T con ddl en el momento del evento es estadisticamente mas frecuente entre los casos, la toma
conjunta de ambos farmacos no resultd ser un factor independiente para predecir el la aparicion de

neuropatia periférica o/y pancreatitis aguda.

Estudios previos en pacientes con infeccion VIH-1 en tratamiento antirretroviral, han
demostrado la asociacién de determinados marcadores genéticos con el desarrollo de ambas
toxicidades. Asi por ejemplo, en un estudio retrospectivo realizado en los participantes del estudio
ACTG384 llevado a cabo en USA, la neuropatia periférica se observd que los factores que

demostraron ser predictores independientes para el desarrollo neuropatia periférica fueron la
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exposicion a d4T y ddl conjunta, edad avanzada y el haplotipo mitocondrial T """ encontrado
principalmente en poblacion de descendencia europea. Este haplotipo T ha sido asociado con la

[Torroni]

neuropatia O6ptica hereditaria de Leber Otros polimorfismos estudiados han sido

MTND2/HON4917G del haplotipo G ™y la mutacién C282Y del gen de la hemocromatosis.

Respecto a la pancreatitis, las mutaciones en los genes del inhibidor de la proteasa de la serina
kazal-1 (SPINK-1, en inglés) o en el gen regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis

quistica (CTR, en inglés) han sido implicados en el desarrollo de toxicidad "/ ol

Si bien el estudio de casos y controles no puede demostrar relacion de causa y efecto,
consideramos que la asociacién de los polimorfismos de la TS con el desarrollo de pancreatitis y
neuropatia periférica es plausible ya que los polimorfismos de baja expresién genética se han
relacionado con mayores concentraciones intracelulares de d4T-TP y sabemos por estudios previos

que la toxicidad de los ITINs depende de su capacidad de modificar los pools intracelulares de dTTP y

consecuentemente , de su capacidad de inhibir la Pol- ¥ mitocondrial.

En resumen, nuestro trabajo sobre los polimorfismos de la Timidilato Sintasa nos ha permitido
demostrar una asociacidn, que no una relacién causal, entre los polimorfismos de baja expresién
génica de la enzima y el aumento de la concentracidn intracelular de d4T-TP en pacientes con
infeccidn por VIH-1 en tratamiento antirretroviral basado en inhibidores de la transcriptasa inversa
analogos de la timidina. Las concentraciones intracelulares de metabolito trifosfato de d4T se han
asociado ademas con el desarrollo de toxicidad como es la lipodistrofia, la pancreatitis aguda y la

neuropatia periférica.
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CONCLUSIONES



Los polimorfismos de baja expresion de la TS (2/2, 2/3C, 3C/3C) se relacionan con

niveles de d4T-TP intracelulares mayores.

Los pacientes con los polimorfismos de baja expresion de la TS presentan menor grasa
apendicular y HALS con mas frecuencia que los pacientes con polimorfismos asociados a

una mayor actividad.

Los polimorfismos de baja expresién de la TS se asocian al desarrollo de pancreatitis
aguda y neuropatia periférica en pacientes con regimenes que contienen estavudina a

través de un aumento de las concentraciones intracelulares del mismo.

Los niveles de d4T intracelular durante el estudio se han medido en leucocitos de
sangre periférica, por lo que no se puede asegurar que a mayor concentracion

intracelular de d4T mayor toxicidad a nivel del tejido adiposo.
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