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Cuadrantida de un crepusculo relativo

Observo el firmamento todas las noches en busca
de una estrella fugaz

de ésas que no se ven todos los dias

de ésas que no son iguales a las otras

ésas que todos quieren ver pero no consiguen.

Rauda, estructural y efimera

como un destello de infinitos afios luz

como la cuadrantida de un crepusculo relativo.

A cinco mil soles centellantes.

Es como el acto perfecto de ostentacion entre la luna y el sol
cuando hacen el amor ain cuando su realidad

es que separados estén.

Hoy quiero una estrella fugaz

de ésas que no son perfectas porque duran poco

y quiero pedirle un deseo como cuando era nifio

y mi mundo estaba lleno de posibilidades,

mi deseo sera desearte bajo el cielo extasiado

por encima de Venus que no deja de resplandecer,

sera la ilusion de tenerte y sofar, serd la ilusion de estar juntos,
mucho mas que en un suefio sentada aqui a mi lado

sera el anhelo de estar juntos en un eclipse de amor celestial.



A mi pequefia gran, gran familia: Victor, Emmay Chloe.
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INTRODUCCION
1- Historia de lainfeccion por el VIH.

Hace ya mas de 30 afios que se describieron los primeros casos de
infeccion por VIH. Fue en el 1981 en Los Angeles y en New York donde se
describieron los primeros casos de varones jovenes homosexuales que
padecian sarcoma de kaposi 0 neumonia por Pneumocistis jiroveci y en los que
se observo un patron de inmunodeficiencia caracterizado por la disminucion de
los linfocitos T CD4+. No fue hasta 1983 cuando el agente causante fue
identificado por un grupo del Instituto Pasteur de Paris formado por Barre-
Sinoussi, Chermann y Montagnier. Se trataba de un retrovirus que fue aislado
en un nodulo linfatico de un paciente con linfoadenopatias por lo que se
denomind inicialmente virus de la linfopatia (VLA). Poco después el equipo de
Gallo y Levy aislé un retrovirus en muestras de pacientes que presentaban lo
gue ya se denominaba sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) y lo
denominaron VLTH-III. Al final se consensué denominar a dicho virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) 1.

Desde entonces esta infeccion viral que se transmite por via sexual y/o
parenteral se ha ido convirtiendo en una pandemia pasando de 593 casos
definitorios de SIDA en EEUU en septiembre de 1982 a los 35.3 millones de
personas infectadas por el VIH en diciembre de 2012 a nivel mundial. Desde el
inicio de la epidemia cerca de 75 millones de personas han adquirido la
infeccidon y han muerto unos 36 millones por causas relacionadas con el SIDA%.
2- El virus VIH.

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) es un retrovirus del
género Lentivirus de la familia Retroviridae. Los lentivirus afectan a especies de
mamiferos superiores y se caracterizan por infectar células de estirpe
mononuclear-macrofagica donde desarrollan una replicacion lenta y provocan
enfermedades degenerativas no tumorales de tipo neurolégico, reumatico y
hematolégico. Dos especies capaces de infectar humanos han sido descritas:
VIH-1 y VIH-2, que a su vez se dividen en varias subespecies. El VIH-1 se
divide en 4 subespecies: M, N, O y P. Y el VIH-2 se divide en 8 subespecies
cuya nomenclatura abarca desde la A hasta la H. La subespecie culpable de la

pandemia global dado que es la aislada con mas frecuencia es la subespecie
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VIH-1 M %6, El VIH-2 es menos infectivo y presenta una progresion mas lenta y
su distribucion se limita a la zona del este del continente africano 2.

Parece que filogenéticamente estos virus podrian proceder de varias
especies de simios (chimpancés, gorilas...) 12 y que podria haberse dado el
contagio inter-especie a través de heridas y mordeduras de estos animales a
los cazadores dado que su caza es bastante comun en Africa 13,

En la Figura 1 se puede observar un esquema de la estructura del virion.
Un viribn maduro de VIH-1 tiene un diametro aproximado de 100 nm y su
bicapa lipidica es obtenida por gemaciéon de la célula huésped, en ella se
observan glicoproteinas viricas gp120 y gp41, acompafiadas por proteinas de
membrana de la célula huésped (como proteinas HLA de clase | y Il o proteinas
de adhesion como ICAM-1) 14, La parte interior de la bicapa lipidica o matriz
esta formada por la proteina p17 *°. Protegiendo el material genético del virus
estd la capside formada por proteina p24. En la capside encontramos dos
copias de RNA unido a la proteina de nucleocapside p7 %16, Encapsuladas
junto al material genético en la capside encontramos 3 enzimas esenciales
codificados por el virus: la proteasa (PR) pl11, la transcriptasa reversa (RT)
p66/p55 1718y la integrasa (IN) p32 °.

Figura 1. Estructura de un virién maduro y esquema de sus principales componentes.
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3- El ciclo biolégico del VIH.
El primer paso del ciclo viral es la union a la célula CD4+, ésta se da
gracias a la interaccion de las proteinas de la membrana viral gp120 con la

molécula CD4 y con los correceptores CCR5 o CXCR4, y gp4l con distintas
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moléculas situadas en la membrana celular ?°. La interaccién de gp120 con los
correceptores pone en marcha la fase de fusion 2422,

Mediante la fusion la envoltura viral se fusiona con la membrana celular
permitiendo asi la entrada de la capside en el citosol celular. Esta se da gracias
a los cambios que experimentan las proteinas gp120 y gp41, pero la principal
implicada parece que es gp4l 2324, Posteriormente se da el proceso de
decapsidacion en el que las proteinas de la capside se desensamblan y liberan
el genoma viral.

Una vez el genoma viral estd en el citoplasma empieza Ila
retrotranscripcion, es el proceso mediante el que se sintetiza ADN de doble
cadena (dsDNA) a partir del ARN viral y es realizado por el complejo
enzimatico de la transcriptasa inversa 2°. Tras este proceso un 10% del dsDNA
se integra en el ADN celular gracias a la integrasa, el 90% restante queda en el
citoplasma como reservorio susceptible de integracion si la célula es
adecuadamente activada 2°.

A partir de la integracion el virus del VIH puede adoptar diversos
comportamientos: permanecer latente, replicarse de forma controlada o
experimentar una replicacion masiva con el efecto citopatico que ello supone
sobre la célula. A partir del estado de provirus integrado la replicacion viral
empieza con la transcripcion del ADN virico a ARN viral y a ARNm que se
traducira en el citoplasma celular para sintetizar las proteinas viricas, todo ello
es llevado a cabo por los mecanismos de la célula huésped ?’. Todo este
material viral, ARN y proteinas, se transporta a la membrana celular donde se
procede a la encapsidacion de los nuevos viriones para su extrusion por

gemacion 28,
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Figura 2. Esquema del ciclo del virus HIV en el que se detallan todas las fases desde la unién
virién a la célula, hasta la formacién de nuevos viriones.
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4- Fases de la infeccion:

Gracias a las técnicas de biologia molecular se ha calculado que
diariamente en un sujeto infectado se producen entre 10° y 10! particulas
virales, siendo la vida media de un viribn de 6 horas y la de un linfocito
infectado que replica activamente 1.2 dias 2°. En la infecciéon por transmisién
sexual, las primeras células diana del virus son las células dendriticas y de
Langerhans, situadas en la submucosa, y los linfocitos circundantes del
sistema GALT . Tras la infeccion del sistema GALT, el VIH se disemina
rapidamente a érganos linfoides donde establece una infeccion persistente con
una proporcién de linfocitos infectados de forma latente con replicacion activa
similar a la observada en estados cronicos de la enfermedad. Cuando la
infeccion se da por via parenteral el virus entra directamente en el torrente
sanguineo. Una vez los viriones estan circulando se da una infeccion de todas
las células susceptibles, observandose un aumento de la carga viral en plasma
y un descenso importante del nimero de linfocitos CD4+. Tras la entrada del
virus en el organismo se da un periodo “ventana” que dura entre 4 y 12
semanas en el que no se detecta respuesta humoral ni celular a pesar de

existir niveles de viremia elevados. En esta fase es cuando pueden aparecer
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sintomas de primoinfeccién, entre un 50 y un 70% de los pacientes presentan
sintomas similares a un sindrome monucledsido (rash, fiebre, faringitis y
mialgias). El final de la fase aguda viene marcado por la produccién de
anticuerpos para el VIH-1 32,

Figura 3. Esquema de la evolucion de la respuesta celular y humoral y de la carga viral durante
la infeccién.
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Tras entre 1 y 3 semanas de la primoinfeccion gracias a la respuesta
inmune del organismo (sobre todo de tipo citotdéxica mediada por linfocitos T
CD8+ 0 CTL) se observa un aumento de los linfocitos T CD4+ con un descenso

de la carga viral. Pero dada la persistencia del virus en los érganos linfoides el
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organismo no puede erradicar la infeccidon y entramos en la fase de latencia o
cronica. En esta fase la replicacion viral es constante pero la viremia es mas
baja por la accion de los linfocitos T CD8+ citotéxicos y la cifra de linfocitos T
CD4 va disminuyendo en un promedio de 50 células/afio. La duracion de la
fase de latencia sin tratamiento varia segun el paciente entre 8 y 10 afos.
Cuando el nivel de linfocitos T CD4+ estd por debajo de 200 cel/mm?® es
cuando pueden darse las infecciones oportunistas y/o neoplasias asociadas a
la infeccion por VIH-1 que definen la fase de SIDA 32,

Gracias a la terapia antirretroviral se logra controlar la replicacion viral
observandose una carga viral por debajo de limites de detecciéon en plasma ,
un progresivo aumento del nivel de linfocitos T CD4+ que evita la progresion a
SIDA.

5- Tratamiento antirretroviral.

El prondstico de la infeccion por el VIH-1 ha mejorado gracias a la
terapia antirretroviral de gran actividad (TARGA), cuando se instaurd el uso
generalizado del TARGA para la infeccion por VIH-1, la morbilidad y la
mortalidad relacionada con el VIH-1 disminuyé de manera considerable 33-34,

El primer farmaco antirretroviral aprobado por la FDA como tratamiento
para el SIDA fué la zidovudina (AZT) en 1987. Los primeros farmacos se
administraban en mono o biterapia con escasa eficacia dado que no eran
capaces de disminuir la replicacion viral. Desde entonces se han desarrollado
muchas otras moléculas mejorando la eficacia y disminuyendo los efectos
secundarios. Existen 6 familias de antiretrovirales y que actdan en 5 dianas
clave del ciclo de replicacion viral. Existen dos tipos de inhibidores de
transcriptasa reversa virica, los anélogos de nucleésidos (ITIAN) y los no
analogos (ITINAN) que bloquean la retrotranscripcion del material genético del
virus. Otro enzima diana es la proteasa virica, sobre la cual actian los
inhibidores de la proteasa (IP), impidiendo la maduracion de las proteinas
viricas ya traducidas. Estas tres familias de farmacos componen los
medicamentos mas clasicos de la terapia TARGA. Dentro de los nuevos
farmacos estan los inhibidores de la integrasa (Il) que impiden la integracion de
dsDNA virico en el genoma de la célula huésped, los inhibidores del
correceptor CCR5 (I-CCR5) que evitan de esta manera que el virus pueda
penetrar en las células CD4+ y los inhibidores de la fusion (IF) que son

farmacos capaces de bloquear la fusion del virus con la célula huésped.
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Actualmente el tratamiento inicial siempre consta de tres farmacos
antirretrovirales, de manera que cada farmaco actia a un nivel diferente del
ciclo vital del virus. Las pautas mas habituales de inicio de tratamiento son la
combinacion de dos ITIAN con un ITINAN, con un IP o con un Il
(recomendaciones GESIDA 2014), el resto de familias quedan reservadas para
segundas lineas de tratamiento. La pauta se escoge en base a las
caracteristicas de cada paciente teniendo en cuenta los efectos secundarios
que puede tener cada familia de farmacos.

5. 1. Inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de
nucledsidos (ITIAN).

Son los primeros farmacos que se desarrollaron, siendo de esta familia
el AZT, el primero, tras el cual fueron apareciendo el resto: abacavir (ABV),
didanosina (ddl), emtricitabina (FTC), estavudina (d4T), lamivudina (3TC),
tenofovir (TDF) y zalcitabina (ddC). Estos farmacos son profarmacos. Son
fosforilados al entrar en la célula convirtiéndose en nucleétidos 5'-trifosfato. Asi
inhiben de forma competitiva el proceso de polimerizacién llevado a cabo por la
transcriptasa inversa, ya que son un sustrato alternativo a los nucleétidos
endogenos para la formacion del ADN viral. Pero no tienen el extremo 3’
hidroxilo o lo tienen modificado, de manera que impiden la formacion del enlace
fosfodiester 3"-5" evitando la elongacion de la cadena de DNA.

5. 2. Inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de
nucledétidos (ITINAN).

El primer farmaco de esta familia aprobado por la FDA fue la nevirapina
(NVP), posteriormente se han desarrollado nuevas moléculas y actualmente
estan en uso el efavirenz (EFV), la etravirina (ETV) y la rilpivirina (RPV).
Inhiben la transcriptasa inversa de manera diferente, no se unen al dominio
activo sino a una cavidad adyacente hidrofébica cercana al sitio catalitico del
enzima, provocando un cambio conformacional que evita el correcto
funcionamiento del enzima °°.

5. 3. Inhibidores de proteasa (IP).

El primer farmaco que se formul6 de esta familia fue el saquinavir (SQV),
otros de primera generacion fueron: indinavir (IDV), nelfinavir (NFV) y ritonavir).
La segunda generacion esta formada por el amprenavir (APV), fosamprenavir
(FAPV), lopinavir (LPV), atazanavir (ATV) y darunavir (DRV). Estos farmacos

inhiben la proteasa virica necesaria para madurar las proteinas del virus y que
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éstas sean funcionales dado que se asemejan a las poliproteinas sustrato de
esta enzima y por lo tanto actian como sustratos analogos bloqueando el
centro activo de la proteasa 6. Se administran con una baja dosis de RTV que
actla de potenciador inhibiendo el citocromo p450 aumentando la vida media
del IP. Gracias a esta potenciacion se ha conseguido que disminuya la
posibilidad de que el virus cree resistencias ya que los niveles elevados de
farmaco hacen que tenga que adquirir muchas mutaciones a nivel de la
proteasa para poder crear una resistencia. Ademas los IP de segunda
generacion mas actuales como el DRV tienen una barrera genética elevada.

5. 4. Inhibidores de la integrasa (ll).

En esta familia tenemos tres farmacos actualmente el raltegravir (RTG),
el dolutegravir (DTG) y elvitegravir (ETG). Actian inhibiendo la integrasa que
es la enzima necesaria para que el ADN viral se integre en la célula huésped,
por lo tanto inhibe la replicacién viral del virus 3.

5. 5. Inhibidores del correceptor CCR5 (I-CCR5).

Solo hay un farmaco comercializado en esta familia el maraviroc (MVC).
Bloquea la union y fusién del viriébn con la célula huésped bloqueando el
correceptor CCR5 38,

5. 6. Inhibidores de la fusién (IF).

El Unico farmaco aprobado de esta familia es la enfurvitida (ENF). Este
farmaco se une a la proteina gp41l de la cubierta virica impidiendo la fusion y

penetracion del virién en el citoplasma celular 2.

6- Efectos secundarios del TARGA.

Como todos los farmacos, los antiretrovirales tienen efectos secundarios,
pero en este caso una de las caracteristicas a tener en cuenta es que son
farmacos que una vez se inician se administrardn de por vida. Los efectos
secundarios y sus mecanismos de toxicidad han sido estudiados por separado
en cada familia y también en los casos de combinacion de varios farmacos. Se
ha observado que existe variabilidad interindividual en los efectos observados,
ésta probablemente deriva de determinados polimorfismos genéticos, de la
interaccién con otros farmacos y de la dieta .

Los efectos secundarios méas frecuentes asociados a los ITIAN son:
sindrome de hipersensibilidad por ABV, rash, astenia, mialgias, insuficiencia
renal y osteoporosis asociados a TDF y todos aquellos relacionados con

toxicidad mitocondrial (neuropatia periférica, la miopatia de musculo
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esquelético y cardiaco, pancreatitis, esteatosis hepatica, acidosis lactica,
alteraciones metabolicas y sindrome de lipodistrofia). Aunque la toxicidad
mitocondrial esta mas asociada a los ITIAN mas antiguos como AZT, ddl y d4T,
motivo por el cual estos farmacos han dejado de ser usados en los paises
desarrollados 4142,

Los efectos secundarios mas frecuentemente asociados al uso de
ITINAN son: sindrome de hipersensibilidad, rash (desde leve hasta graves
como el sindrome de Stevens-Jonhson y la necrolisis epidérmica toxica),
hepatotoxicidad y dislipemia. Ademés el EFV en concreto se asocia a efectos
sobre el sistema nervioso central y lipoatrofia periférica 43-4°.

Los IP se asocian a: alteraciones metabdlicas (dislipemia, hiperglicemia,
resistencia a la insulina y lipodistrofia, principalmente con acumulo de grasa
visceral), hiperbilirrubinemia en el caso de ATV y nefrolitiasis por IDV 48,

Para poder hablar de los efectos secundarios a largo plazo de las
nuevas familias de farmacos tendremos que ver la evolucién en unos afios
dado que todavia no tenemos una larga experiencia como con las tres familias
clasicas.

6.1 Dislipemia.

Repasando la historia del TARGA un afio después de la introduccion de
los farmacos de la familia IP, se empezaron a describir efectos colaterales que
no se habian detectado con anterioridad, y que consistian en alteraciones del
metabolismo de los carbohidratos y los lipidos. Anteriormente a la aparicion de
los IP, los pacientes podian presentar un patron lipidico consistente en
hipertrigliceridemia, hipocolesterolemia y aumento de la sensibilidad a la
insulina. La hipertrigliceridemia se relacionaba con la evolucién de la infeccion
por VIH, se justificaba por el aumento de determinadas citoquinas
proinflamatorias (entre ellas el factor de necrosis tumoral) y era un factor de
progresion de la enfermedad 4’. La hipocolesterolemia era también un efecto
relacionado con la evolucion de la enfermedad, de hecho el descenso de
colesterol de alta densidad (HDL-c) no logra restablecerse ni con el tratamiento
antirretroviral 48, Con la apariciéon de los IP se empezaron a detectar efectos
colaterales como eran la hipertrigliceridemia, asociada primeramente a RTV.
Este IP fue el Unico en el que se habia detectado este efecto adverso antes de
su comercializacion 4%, la hipertrigliceridemia observada es directamente

proporcional a la dosis de RTV. Posteriormente se relacion6 con la totalidad de
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los IP y también con el EFV. La hipercolesterolemia se detectd posteriormente
50, Por lo tanto en general las personas con infeccion por VIH-1 tienen cifras
elevadas de triglicéridos (TG) y bajas de HDL-c debido a la inflamacién
constante que conlleva la propia infeccion. Y por otro lado el efecto secundario
al tratamiento antirretroviral que se observa mas frecuentemente es la
dislipemia con elevacion de TG predominantemente.

6.2 Alteraciones metabolismo de la glucosa.

La diabetes mellitus tipo 2 es mas frecuente en personas infectadas por
VIH que en la poblacion general. Los IPs, sobre todo los de primera
generacion, se han asociado a hiperglicemia resistencia a la insulina e incluso
a la aparicion de diabetes mellitus 51-53. Otros factores de riesgo asociados al
desarrollo de diabetes en los pacientes con infeccion por VIH son la
lipodistrofia, la exposicion a analogos timidinicos y la coinfeccion por virus de la
hepatitis C (VHC).

6.2.1 FGF 19y FGF 21.

En recientes investigaciones se ha identificado un nuevo subgrupo de
FGF (Fibroblast Growth Factors), la subfamilia 19 formada por FGF 19, 21y 23.
En los ultimos afios se ha descrito que FGF19 y FGF21 tienen accion en la
regulacion metabdlica %*. Los FGF tienen actividad al unirse a los receptores de
FGF (FGFR) en las superficies celulares. Los FGFs conocidos hasta ahora
necesitan unirse con proteoglicanos heparan sulfato para asi poder activar sus
receptores FGFRs. Pero FGF19 y 21 no tienen afinidad por heparan sulfatos
hecho que les permite difundir por la circulacién teniendo asi efecto endocrino
55_

La expresion de FGF19 en humanos se detecta en el cerebro, cartilago,
piel, retina, vesicula biliar y sobre todo en el intestino. La principal funcion de
FGF 19 es la regulacién de la homeostasis de acidos biliares, pero en recientes
estudios se ha observado su accion sobre la homeostasis energética. En un
estudio con ratones transgénicos para FGF19 se observd que estos son
delgados, estan protegidos contra la obesidad inducida por la dieta, tienen bajo
contenido en grasa a pesar de una alta ingesta y presentan bajos niveles de
glucosa, insulina, colesterol y triglicéridos en suero 6. En ratones normales en
dieta con alto contenido graso a los que se les administra FGF19 recombinante
se reproducen estos efectos metabdlicos °/. Ademdas los ratones que

genéticamente no tienen receptor para FGF19 (FGFR4-KO) presentan
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caracteristicas de sindrome metabodlico como dislipidemia, hipercolesterolemia,
aumento de adiposidad e intolerancia a la glucosa, pero se observa en ellos
una disminucion de triglicéridos y colesterol a nivel hepatico 8.

En diversos estudios se ha observado también efecto de FGF19 en otros
tejidos como en el adiposo, observando un aumento de la captacién de glucosa
por parte de los adipocitos al exponerlos en cultivo a FGF19 >°, o un aumento
del ritmo metabdlico al inyectar FGF19 en los ventriculos cerebrales 4. Estos
datos indican que FGF19 actua tanto a nivel hepatico uniéndose a FGFR4
como en otros tejidos 0,

La expresion de FGF21 en humanos se detecta en higado, pancreas,
hipotalamo, tejido adiposo blanco y marrén. En diversos estudios con animales
se ha observado que FGF21 tiene efecto de sensibilizacion a la insulina,
disminuye TG hepéticos y en plasma, el colesterol LDL, la glucosa, la insulina,
el peso al aumentar el gasto energético y disminuye la cantidad de grasa y el
colesterol HDL 6163, Ademas se ha observado que durante el ayuno aumenta el
FGF21 en higado y tiene accion en la gluconeogénesis y en el catabolismo de
los acidos grasos 4. Las similitudes entre ratones y humanos no parecen ser
cien por cien exactas, el aumento de FGF21 en humanos en situaciones de
ayuno es mas modesto que el observado en ratones. Pero si que se ha
observado un aumento de FGF21 en suero de diabéticos, intolerantes a la
glucosa, con esteatosis hepatica o personas con sobrepeso 9 igual que en
ratones genéticamente obesos o0 con obesidad inducida por la dieta, todavia
existe controversia con este tema pero se postula que la obesidad y la diabetes
podrian ser estados de resistencia a FGF21 ©°.

En estudios previos se ha descrito un aumento de los niveles de FGF21 en
pacientes con la infeccién por VIH y especialmente en aquellos que presentan
lipodistrofia, ademas de que sus niveles se correlacionan positivamente con el
grado de resistencia a la insulina, dislipemia y alteracién hepatica ¢’. Respecto
a los niveles de FGF19 lo que se ha descrito es un descenso de los mismos en
los pacientes con infeccién por VIH, siendo menor el nivel de FGF19 circulante
cuanto mayor resistencia a la insulina se observa (por lo tanto una correlacién
negativa a diferencia de FGF21) y mayor exposicion a ITIAN y ITINAN 68,

6.3 Sindrome de lipodistrofia.

Los mamiferos tienen tres tipos de tejido adiposo: el blanco (White
Adipose Tissue, WAT) que a su vez se divide en subcutaneo y visceral, el
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marrén (Brown Adipose Tissue, BAT) y el de la médula 6sea . Tanto en el
WAT como en el BAT se metabolizan y almacenan lipidos, la diferencia entre
ellos es que el WAT sirve como almacén del exceso de lipidos y el BAT es
donde se consumen estos lipidos para producir calor. La funcion del tejido
adiposo medular no es bien conocida todavia.

Uno de los efectos secundarios mas importantes asociados al TARGA
es el HALS (HIV-1 Associated Lipodystrophy Syndrome) que consiste en el
acumulo de grasa en tronco y en la disminucién de ésta en extremidades 775
Los acumulos se observan en abdomen (lo que se denomina “crixipanza”) 74,
en zona nucal (buffalo hump) 7, en glandulas mamarias ’’ y en zona parotidea.
La disminucién de grasa se observa en piernas, brazos y cara 7. Los
depdsitos consisten en acumulos de grasa no encapsulada tal como se detecta
en pruebas de imagen como la TAC 7°. Se describen casos con predominio de
pérdida de grasa con pérdida global de peso, otros en los que lo que
predomina es el aumento de grasa central con aumento de peso y se han
descrito casos en que se manifiesta Unicamente una de las alteraciones
descritas "7,

El tiempo de instauracién del sindrome parece depender del tiempo de
tratamiento con terapia  antirretroviral de elevada actividad.
Caracteristicamente, las alteraciones de lipidos y glacidos, cuando las hay,
preceden a los cambios corporales. El tiempo medio de aparicion de la
lipodistrofia varia segun los diferentes estudios, detectdndose los primeros
casos a partir de los 6 meses del inicio del tratamiento. Existen varios factores
de riesgo asociados al desarrollo de HALS: duracién de la exposicion al
farmaco, estado de inmunosupresién, edad avanzada, sexo masculino, bajo
nivel de grasa antes del inicio del TARGA vy ciertos antiretrovirales (ddl, ddC y
d4T) 78,
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Figura 4. Imagenes de pacientes con diferentes tipos de lipodistrofia.

La tasa de prevalencia oscila segln las series entre 3 y 85% 4. En el
Hospital de Sant Pau se realiz6 un corte transversal que incluia una muestra de
159 pacientes visitados en consulta externa y en tratamiento con IP, en el que
la prevalencia del sindrome fue del 22% con un riesgo acumulado de presentar
lipodistrofia a los 2 afios del 65% 7°.

6.3.1 Diferenciacion de los adipocitos.

Se pueden encontrar en la bibliografia muchas referencias a cémo
afecta la propia infeccion por el virus VIH y el tratamiento antirretroviral al tejido
adiposo y especificamente a su diferenciacion. Se ha descrito que la propia
infeccion probablemente debido a su componente inflamatorio que provoca en
el paciente es capaz de inhibir la diferenciacion adipocitaria. Por otra parte una
vez iniciado el tratamiento antirretroviral los pacientes sufren un aumento de
esta inhibicién sin estar del todo claro qué farmacos son los que con mas
potencia lo provocan 8. Existen muchos marcadores de diferenciacion
adipocitaria descritos. Uno de los mas importantes y de los mas utilizados es
PPARY.

El PPARY es un master gen de la adipogénesis, es decir es un factor de
transcripcion cuya expresion es necesaria para que el preadipocito se
diferencie. Se ha observado en diversos estudios que preadipocitos en cultivo
con PPARY blogueado o sin él son incapaces de diferenciarse. Este factor de

transcripcion controla la expresion génica de diversos factores obligatoriamente
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necesarios para el proceso de maduracion de un adipocito. Por lo tanto los
niveles disminuidos de expresion génica de PPARY son indicativos de una
incorrecta diferenciacion 8.

Otro marcador que también puede indicar el nivel de maduracion de un
adipocito y su correcto funcionamiento es la adiponectina. Ademas de ser una
adipoquina como se describe mas adelante, su nivel de expresion génica ha
sido utilizado en diferentes estudios como marcador de adipogénesis. La
adiponectina se expresa basicamente en adipocitos maduros por lo tanto unos
niveles bajos de expresion génica de adiponectina en el tejido adiposo indican
una falta de diferenciacion &’.

6.3.2 Funcion secretora del tejido adiposo.

En los ultimos afios el tejido adiposo ha dejado de ser considerado un
mero depdsito de energia en forma de grasa para convertirse ademas en un
organo secretor de diferentes factores endocrinos, llamados adipoquinas,
capaces de regular diversos mecanismos de homeostasis 82. Algunas de estas
adipoquinas que se han ido describiendo son:

- Leptina: principalmente inhibe la ingesta, aumenta el gasto energético y
activa la funcion neuroendocrina. Esta implicada en la regulacion del peso,
cuanto mayor es el indice de masa corporal mayor el nivel de leptina. Se ha
relacionado con la homeostasis metabdlica y se ha visto implicada en
obesidad, diabetes mellitus y enfermedades cardiovasculares. Los niveles de
leptina se correlacionan directamente con el indice de masa corporal 8384, La
falta de leptina o la de su receptor provocan obesidad morbida tanto en
ratones® como en humanos 6,

- Adiponectina: se ha observado disminucion de sus niveles en pacientes
obesos, cuando hay resistencia a la insulina y en estados inflamatorios. Y se
observa una recuperacién de los niveles normales cuando se vuelve a un peso
normal 8788,

Ademas el tejido adiposo es capaz de secretar otros factores como:

- EI NGF (Nerve Growth Factor) que es una neutrofina esencial para la
supervivencia y el mantenimiento de las neuronas simpaticas. Se ha descrito
un aumento de la misma en obesos con sindrome metabdlico ©°.

- TNFa (Tumor Necrosis Factor alpha), interleuquinas (1, 6 u 8), y MCP1
(Monocyte Chemotactic protein 1) que son citoquinas proinflamatorias y otros

factores de la cascada del complemento como pueden ser fibrinbgeno o
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plasminégeno °°°1, Es conocido el papel de TNFa en la patogénesis de la
obesidad y de la resistencia a la insulina °2. Y en diversos estudios se va
observando un aumento de la secrecion del resto de factores proinflamatorios
en relacion con la obesidad considerandose ésta un proceso proinflamatorio.
Cuando la masa del tejido adiposo aumenta estos factores circulantes
aumentan %,

6.3.3 Toxicidad mitocondrial y sindrome de lipodistrofia.

Diversos estudios postulan que una de las causas del HALS es la
toxicidad mitocondrial secundaria al tratamiento con ITIANsS. La mitocondria es
una organela citoplasmatica que se encarga de suministrar a la célula la
energia necesaria, se encuentra en todas las células del organismo excepto en
los eritrocitos. Uno de los mecanismos descritos por los que los ITIANs podrian
provocar toxicidad mitocondrial es la inhibicibn de la polimerasa-y de la
mitocondria por lo que inhiben la replicacion de ADNmt (por el mismo
mecanismo por el que inhiben la transcriptasa inversa) y con ello disminuye el
namero de copias de ADNmt pudiendo afectar al correcto funcionamiento de la
mitocondria y por lo tanto a la fosforilacion oxidativa °¢ . Otros mecanismos que
han sido descritos como posible causa de toxicidad mitocondrial para los ITIAN
son: la inhibicion de la fosforilacion de la timidina, alteraciones de la respiracion
dependiente de NADH, inhibicion del adenilato quinasa y un aumento del estrés
oxidativo 959,

Diferentes estudios han tratado el tema de la toxicidad mitocondrial en el
tejido adiposo blanco y han descrito diversos marcadores para definir el grado
de la afectacion de las mitocondrias durante el tratamiento antirretroviral. El
mas claro es la medicion directa de los niveles de ADNmt en adipocitos
viendose un descenso asociado a los farmacos con mayor toxicidad
mitocondrial como AZT o d4T. Otro marcador utilizado es el nivel de expresion
de citocromo b oxidasa (CITb), un gen totalmente codificado por el ADNmt,
cuyo descenso de expresion génica se asocia también a toxicidad mitocondrial
97_

Por todo ello no conviene olvidar que el perfil de alteraciones
metabdlicas inducidas por el tratamiento antirretroviral de elevada actividad
dibuja un perfil altamente aterogénico lo que puede constituir una situacion de
riesgo elevado para la aparicion de eventos cardiovasculares de tipo isquémico

en estos pacientes %8193, Mas alin teniendo en cuenta que la mayoria de los
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pacientes tienen otros factores de riesgo cardiovascular, la mayoria son
hombres, fumadores y con tension arterial elevada.

Actualmente los individuos con infeccién por VIH-1 tienen una esperanza
de vida mas larga, por lo tanto, aunque los nuevos tratamientos antiretrovirales
tienen menos efectos secundarios que los antiguos, la evolucion a largo plazo
en estos pacientes es hoy en dia uno de los temas que mas preocupan a los
especialistas que se dedican a este campo 194,

7- Tratamiento de los efectos secundarios del TARGA.

El tratamiento de primera linea para mejorar el perfil lipidico es reducir la
ingesta diaria de grasas, abstenerse de consumir alcohol y realizar ejercicio
aerébico regularmente. El ejercicio ademas de proporcionar un beneficio sobre
el perfil metabdlico, puede reducir el riesgo cardiovascular, a la vez que
incrementa la masa muscular, o que permite aminorar, al menos parcialmente,
los cambios corporales relacionados con la lipoatrofia. Pero tanto la dieta como
el ejercicio son métodos de dificil adherencia y cumplimiento por parte de los

pacientes 105106,
El siguiente paso es el tratamiento farmacologico.

En el caso de la hipercolesterolemia la eficacia de las estatinas en los
pacientes infectados por VIH es menor que en la poblaciéon general %7, Dentro
de la familia de estatinas la pravastatina no tiene interacciones con ningun
antirretroviral pero su efectividad es baja aun a dosis elevadas. Atorvastatina
puede interaccionar con los IPs aumentando su concentracion plasmatica y por
tanto sus efectos secundarios y el riesgo de toxicidad. Rosuvastatina es una
buena opcién dado que tiene elevada eficacia y una buena tolerabilidad. Por lo
tanto, dadas las interacciones se recomienda administrar una dosis media de
atorvastatina o rosuvastatina en pacientes que estén en tratamiento con IPs 17,
Otra opcidn es ezetimibe que es un inhibidor de la absorcién a nivel intestinal
de colesterol, normalmente se usa en combinacion con estatinas cuando con
éstas no se alcanza el nivel de LDL-c deseado. Aunque a diferencia de las
estatinas, el ezetimibe no ha demostrado una reduccion del riesgo
cardiovascular y de la mortalidad.

En los casos de hipertrigliceridemia el tratamiento farmacolégico se
basa en fibratos y niacina que es efectivo en pacientes sin infeccion por VIH-1
pero en diferentes ensayos clinicos con pacientes con infeccién por VIH-1

también se ha observado menor eficacia °. Ademas es importante tener en
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cuenta las interacciones y aumentada toxicidad de estos farmacos al ser

combinados con el tratamiento antirretroviral 109-111,

La metformina es utilizada para el tratamiento de la resistencia insulinica
secundaria al TARGA con resultados adecuados a corto plazo, con reduccion
de la resistencia insulinica y la obesidad central, mejorando, a su vez la
hipertrigliceridemia 2. Hay que destacar, sin embargo, que la metformina
presenta un perfil de efectos adversos que pueden limitar su uso en pacientes
en los que predomina la toxicidad mitocondrial, en tanto que este sindrome

puede acomparfiarse de acidosis lactica y hepatotoxicidad.

Los omega 3 son acidos grasos poliinsaturados que proceden de aceites
del pescado, a esta familia pertenecen el acido a-linoléico (ALA), el acido
eicosapentandico (EPA) y el acido docosahexanoico (DHA) que es en el que
nos centraremos en este trabajo de tesis. Son considerados acidos grasos de
cadena larga porque tienen 12 grupos carbonados o mas 13, El alimento en el
gque podemos encontrar el mayor contenido de DHA es el pescado azul
(salmén, arenque, caballa, halibut y atin, entre otros) 14, estos pescados no
sintetizan DHA pero lo acumulan al consumir algas y plancton. A pesar de que
recientemente se ha discutido mucho del posible contenido de pesticidas y
antibioticos residuales que puede encontrarse en este tipo de pescados, parece
que los beneficios son mayores que los posibles inconvenientes 1%°, El
American Heart Association (AHA) reconoce que la administracién de DHA
disminuye el riesgo de arritmias, de muerte subita, el grado de aterosclerosis y
la presion arterial en la poblaciéon general 4. Ademas se ha demostrado su
efecto en la reduccién de los niveles de TG en individuos sin infeccion por VIH-
1 116117 3 Ja vez que pueden disminuir la incidencia de enfermedad
cardiovascular por su efecto antiinflamatorio y antiplaquetario 8. La dosis
recomendada para el tratamiento de la hipertrigliceridemia es de 2-4 gr/dia 4.
Tienen un perfil de tolerancia excelente y los escasos efectos secundarios
descritos son leves. Los mas habituales son erupciones y dispepsia leves 1°.
Tampoco hay descrita ningun tipo de interaccion farmacoldgica significativa. Se
habia postulado que podria aumentar el riesgo de sangrado por su accion
antiplaquetaria pero aun en pacientes que estan en tratamiento con
anticoagulantes orales o antiagregantes no se ha observado un aumento de
episodios de sangrado. Se han descrito casos de aumento de la alanina

aminotransferasa y también de los niveles de glucosa pero estos sin aumento
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de la hemoglobina glicosilada por lo que no se han considerado de repercusion
clinica relevante 120-122,

Los mecanismos por los que el DHA reduce los niveles de TG no son
bien conocidos, aunque se postula que puede reducir la sintesis y secrecion de
VLDL en higado y el aclaramiento de TG a partir de las particulas de VLDL
circulantes. También aumenta el aclaramiento de TG-quilomicrones
aumentando la actividad de la lipoproteinlipasa, reduce la lipogénesis hepatica,
aumenta la beta-oxidacion de los acidos grasos y aumenta la degradacion de
apoproteina-B 123124,

Respecto al resto de parametros lipidicos la administracion de DHA
puede aumentar ligeramente los niveles de HDL pero también puede aumentar
ligeramente los de LDL. El aumento de LDL es debido a la conversion de las
fracciones de VLDL a LDL %25,

Respecto a la lipodistrofia en experimentos con ratas obesas se ha
observado que la administraciéon de DHA reduce la grasa subcutanea y visceral
y produce un descenso de la hipertrofia adipocitaria aumentando la expresion
de leptina 1?6131, Desde un punto de vista molecular, el DHA actia como un
estimulador de los PPARs que a su vez aumentan la expresion de carnitin
palmitoil transferasa 1 (CPT1) mitocondrial. La CPT1 facilita el transporte de los
acidos grasos para su oxidacion en la mitocondria por lo tanto disminuye los
depésitos de lipidos y esto disminuye la hipertrofia adipocitaria $32-135,

Ademas hay evidencias de que la administracion de DHA tiene efecto
antiinflamatorio dado que compite como substrato con el acido araquidonico en
la sintesis de los factores pro-inflamatorios como leucotrienos, prostaglandinas
y citoquinas 136. Existen varios estudios que describen este efecto: en uno se
observaba descenso de CRP y TNF-a en hombres deportistas tras administrar
DHA 137 en otro se administraba DHA en pacientes con dislipemia y se
observaba descenso del inhibidor 1 del activador del plasminégeno (PAI-1), del
fibrindgeno y del CRP 138,

Por todo ello es de interés determinar el perfil de seguridad, la
tolerabilidad y eficacia hipolipemiante de los acidos grasos tipo DHA en
pacientes con infeccion por VIH en tratamiento antirretroviral que presentan

hipertrigliceridemia.
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HIPOTESIS

La administracion de &cido graso omega 3 tipo DHA reduce el nivel de

triglicéridos en sangre de los pacientes con infeccion por VIH-1 en tratamiento

antirretroviral que presentan dislipemia.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar si la administracion de DHA mejora el perfil lipidico y glucidico y
la alteracion de la distribucién de la grasa en pacientes con infeccion por

VIH-1 en tratamiento antirretroviral.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Demostrar que la administracion de DHA a pacientes con infeccion por
VIH-1 en tratamiento antirretroviral disminuye el nivel de triglicéridos en
sangre.

Observar si la administracion de DHA a pacientes con infeccion por VIH-
1 en tratamiento antirretroviral disminuye el nivel de colesterol total, LDL,
resto de fracciones y apoproteina B.

Observar si la administracion de DHA a pacientes con infeccién por VIH-
1 en tratamiento antirretroviral afecta al nivel de glicemia basal en
sangre, péptido C, insulina y a los niveles de hemoglobina glicosilada.
Observar si la administracion de DHA a pacientes con infeccién por VIH-
1 en tratamiento antirretroviral modifica los niveles de marcadores de
metabolismo glucidico en sangre (FGF-19 y FGF-21).

Observar si la administracién de DHA a pacientes con infeccién por VIH-
1 en tratamiento antirretroviral disminuye los niveles de marcadores de
inflamacion en sangre.

Observar si la administracién de DHA a pacientes con infeccién por VIH-
1 en tratamiento antirretroviral mejora la distribucion de la grasa
periférica observada subjetivamente y medida por DXA objetivamente.
Observar si la administracion de DHA a pacientes con infeccién por VIH-
1 en tratamiento antirretroviral altera los marcadores de adipogénesis en

tejido adiposo subcutaneo.
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MATERIAL Y METODOS:

Disefio del estudio.

El estudio 'Omega3' fue un ensayo clinico randomizado, doble ciego,
controlado con placebo de 48 semanas de duracidén que testaba el efecto en
los parametros lipidicos, glucémicos y de distribucion de la grasa corporal de la
administracion de 3 gramos del acido graso omega 3 tipo DHA una vez al dia a
individuos con infeccién crénica por VIH-1 en tratamiento antirretroviral y que
presentan hipertrigliceridemia y/o hipercolesterolemia (NCT02005900).

Sujetos de estudio.

El ensayo clinico se llevé a cabo desde julio de 2010 hasta julio de 2012
en el Hospital Universitario de la Santa Creu y Sant Pau que atiende una
poblacion de 1570 personas con infeccion cronica por el VIH. Los participantes
en el ensayo clinico eran individuos con infeccion por VIH-1 mayores de 18
afos en tratamiento antirretroviral sin cambios en las ultimas 24 semanas
anteriores a la inclusién en el ensayo y con carga viral indetectable mantenida
gue presentaban una dislipemia documentada por un nivel de TG en sangre en
ayunas entre 2.26 y 5.65 mmol/l (en dos mediciones con 7 dias de separacién
entre ambas como minimo). Los participantes debian tener un indice de masa
corporal (IMC) entre 19 y 30 kg/m?. Si el paciente ya recibia un tratamiento
farmacoldgico para la dislipemia éste tenia que haberse suspendido como
minimo 3 meses antes de la inclusién al ensayo clinico. Los criterios de
exclusion fueron estar tomando algun tipo de complemento alimenticio que
tuviera acidos grasos poliinsaturados, intolerancia previa al DHA, consumo
regular de alcohol (>20 g/d), diabetes o alteracion de la glicemia basal (glicemia
> 6.6 mmol/l), cardiopatia o hepatopatia inestable (alanino aminotransferasa o
aspartato aminotransferasa 5 veces por encima del limite superior), anemia,
insuficiencia renal (definida como niveles de creatinina en sangre > 150 pmol/l),
un proceso infeccioso activo, enfermedad inflamatoria o tumoral maligna,
embarazo, lactancia o0 uso continuado de antiinflamatorios o suplementos
antioxidantes.

Se indicaba a los pacientes no modificar la dieta habitual, el nivel de
ejercicio o los habitos de su rutina diaria durante el periodo de seguimiento del
ensayo clinico.

El ensayo clinico fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital
Universitario de la Santa Creu i Sant Pau (NCT02005900). Todos los pacientes
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que participaron en el ensayo clinico fueron informados mediante un
consentimiento informado que firmaron dando su conformidad.

Disefio del estudio.

Se trata de un ensayo clinico fase 4, doble ciego, con dos ramas
comparando con placebo. Tras un proceso de screening de 4 semanas se
randomizaron los pacientes a la rama de DHA o a la de placebo y se realizo
seguimiento durante 48 semanas.

Intervencién a estudio.

Los 4 gr de DHA se administraban en forma liquida en monodosis. Las
ampollas de DHA y de placebo se prepararon en el Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular de la Universidad de Biologia de Barcelona. El
proveedor del DHA fue Brudy Technologies® (Barcelona, Spain).

Randomizacion.

Una vez comprobado que se cumplian los criterios de elegibilidad y
firmado el consentimiento informado los pacientes eran randomizados 1:1 a
recibir ampollas con DHA o con placebo, la randomizacion fue realizada con
PROC PLAN del modulo SAS (version 8.2).

Procedimientos y variables a estudio.

Visita basal.

- Medidas antropométricas: peso (kg), altura (cm), indice de masa
corporal (kg/m?, IMC), cintura (cm), cadera (cm), indice cintura/cadera
(ICC).

- Grado de lipodistrofia: se valoraba la lipoatrofia en cara mediante la
clasificacion de Fontdevila (grado l=aplanamiento del pémulo-regién
malar, grado 2=hundimiento o depresiébn de la mejilla y grado
3=esqueletizacién, marca pronunciada de las estructuras de la cara). La
lipoatrofia en extremidades y el lipoacumulo en jiba y zona mamaria se
media como grado leve=1 si tenia una afectacién <25%, medio=2 si la
afectacion era de entre 25-50% vy alto=3 si la afectacion era >50%.

- Bioguimica con panel de lipidos (TG (mmol/l), COLT total (mmol/l), LDL-
¢ (mmol/l), HDL-c (mmol/l), VLDL-c (mmol/l) y la apopotreina B (mmol/l)),
glucosa (mmol/l), insulina (pmol/l), HOMAr (insulina/glucosa), péptido C,
proteina C reactiva de alta sensibilidad (hsPCR), fibrinogeno (g/l) y

VSG. El panel de lipidos fue determinado mediante el método de Lepage

y Roy.
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Determinacion de la carga viral de VIH en plasma (nivel de deteccion
<20 copias/ml) y recuento de células CD4 (cels/mm3).
Reporte de medicacion concomitante (dosis/frecuencia/duracion del

tratamiento).

Visitas de seguimiento.

Tras la visita basal se programaron visitas de seguimiento a las 4, 12,
24, 36 y 48 semanas tras el inicio del tratamiento con DHA/placebo en
las que se repetian todas las medidas antes descritas.

Todos los analisis de sangre se realizaban tras un periodo de ayunas de
12h.

En cada visita de seguimiento se comprobaba la adherencia al
tratamiento mediante el contaje de las ampollas asi como se reportaba
los cambios en la medicacién concomitante.

En cada visita se comprobaban los efectos adversos a través de los
informes de los pacientes ante la pregunta de si habian tenido algun
efecto adverso con la medicacion a estudio. Estos se clasificaban segun
el grado de gravedad (grave=mortal, que suponga amenaza vital,
ingreso hospitalario o prolongacién del mismo, discapacidad o invalidez
persistente o leve=sin riesgo para la vida del paciente) y segun el grado
de imputabilidad a la intervencibn a estudio (improbable, posible,

probable y cierto).

Improbable | No ocurre tras una secuencia temporal plausible con relacion a

la administracion del producto y/o es claramente atribuible a
otros factores.

Posible Ocurre tras una secuencia temporal plausible con relacion a la

administracion del producto pero puede explicarse también por
otros factores.

Probable Ocurre tras una secuencia temporal plausible, no puede ser

explicado de una forma razonable por otros factores y tras la
retirada del farmaco o la reduccién de la dosis sigue una
secuencia clinica razonable

Cierto

Ocurre tras una secuencia temporal plausible, no puede ser
explicado de una forma razonable por otros factores, tras la
retirada del farmaco o la reduccion de la dosis sigue una
secuencia clinica razonable y reaparece tras la reexposicién al
farmaco sospechoso.

Se realizaba una extraccién adicional de 10 ml de sangre para el
almacenamiento de suero para el estudio de los marcadores de

inflamacion y adipogenésis.
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- En la visita de la semana 48 se dejaba de administrar las ampollas con
DHA/placebo.

- Se determinaron los niveles de DHA y &cido araquidonico (ARA) como el
porcentaje respecto al total de 4cidos grasos y se midieron en las visitas
basal, 4, 24 y 48 semanas.

Marcadores séricos de inflamacion.

Los niveles de marcadores relacionados con la inflamacion:
interleuquina-1 (IL-1), interleuquina-6 (IL-6), interleuquina-8 (IL-8), proteina
atrayente de monocitos-1 (MCP1), factor de crecimiento del nervio (NGF),
factor de necrosis tumoral-a (TNFa) y factor de crecimiento del hepatocito
(HGF) presentes en el suero de los pacientes fueron analizados utilizando el
sistema de andlisis multiplex, basado en micro-esferas con marcadores
fluorescentes unidas a anticuerpos (Linco Research/ Millipore, Billerica, MA) y
los niveles fueron cuantificados utilizando el equipo Luminex100ISv2. Los
coefientes de variacion intra e inter ensayo para cada citoquina fueron: IL-1: 7%
y 12%, IL-6: 2% y 10%, IL-8: 3% y 14%, MCP-1: 2% y 11%, NGF: 4% y 11%,
TNFa: 3% y 19% y HGF: 3% y 11% respectivamente.

Marcadores séricos de metabolismo.

En cuanto a los marcadores relacionados con el metabolismo, la leptina
fue analizada con el mismo método de multiplex mencionado anteriormente.
Los factores factor de crecimiento de fibrocitos-19 (FGF19) y factor de
crecimiento de fibrocitos-21 (FGF21) a nivel circulante fueron analizados
basalmente y en las muestras de las 48 semanas utilizando un ensayo de
ELISA (non-cross-reactive Enzyme Linked Immunosorbent Assay) especifico
para las correspondientes proteinas humanas (Biovendor, Alemania).
Marcadores de adipogénesis.

Se realiz6 una biopsia de tejido adiposo subcutaneo basalmente y en la
visita de las 48 semanas. La biopsia se realizaba tras aplicar anestesia local en
zona periumbilical mediante un punch del nimero 8. Se extraia una muestra de
aproximadamente 2 cm3. La muestra de tejido era inmediatamente congelada
en nitrégeno liquido a -80°C. Después se procedia a suturar la incisibn con
seda del numero 4 y se colocaba un aposito que debia ser retirado tras 24
horas. Los puntos debian ser retirados en 10 dias.

Las muestras de tejido subcutaneo eran almacenadas a -80°C hasta su

procesamiento. Tras su homogenizacion en tampén RLT (Qiagen, Hilden,
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Alemania), se aislo el ARN utilizando el método de columnas de afinidad que
incluye la digestion de ADN en las propias columnas (RNeasy; Qiagen). Se
transcribio 1 microgramo de ARN a ADNc usando la transcriptasa reversa

MultiScribe y “primers” “random-hexamers” (Tagman Reverse Transcription
Reagents; Applied Biosystems, Foster City, CA). Para el analisis cuantitativo de
la expresion de ARNm se realizO RT-PCR (Reverse transcription-polymerase
chain reaction) de Tagman, usando el sistema de deteccién de secuencia ABI
PRISM 7700HT (Applied Biosystems). Las reacciones Tagman RT-PCR se
realizaron en un volumen final de 25 pL usando PCR Master Mix universal de
Tagman, UNG reagent y sets especificos “primer pair/probe” para: PPARy
(Hs00234592_s1), Adiponectin (Hs00605917_s1), CYT B (Hs002596867_s1),
MCP-1 (Hs00234140_s1) and TNFa (Hs00174128_s1). Se incluyeron controles
sin RNA, sin primers o sin RT en cada experimento. Cada muestra se analizo
por duplicado y el valor medio del duplicado se usé para calcular los niveles de
MRNA del gen de interés en cada caso. Los niveles de expresion se
consideraron indetectables cuando bajo las condiciones de RT-PCR, el umbral
de ciclo de deteccion era superior a 40 ciclos. Los valores se normalizaron por
un control de referencia (RPLO) usando el método comparativo 22¢T, siguiendo
las instrucciones del fabricante. Se realizaron calculos paralelos con otro gen
de referencia (HPRT) para corroborar los resultados.

Todos los analisis de marcadores de inflamacion y los marcadores de
adipogénesis en serum y en tejido graso subcutaneo fueron realizados en el
Laboratorio de Biologia Molecular y Regulaciéon Genética del Tejido Adiposo de
la Universidad de Biologia de Barcelona bajo la direccién del Dr. Francesc
Villarroya.

Medida de la composicién corporal.

Se realiz6 una Dual-Energy X-Ray Absorbiometria (DXA) basalmente y a
la semana 48. La DXA fue realizada con una maquina Hologic Discovery
scanner (Hologic QDR-4500A Hologic, Inc., 590 Lincoln St, Waltham, MA
02154, USA) y siempre por la misma persona.

Los parametros medidos por DXA fueron: la grasa corporal total (g, %),
la masa magra corporal total (kg), la grasa en tronco (%), la grasa en pierna
izquierda (%), el indice de grasa corporal que es la grasa corporal total dividida
entre la altura en metros al cuadrado (g/m?), el indice magro corporal que es la

masa magra corporal total dividida entre la altura en metros al cuadrado
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(kg/m?), la relacién entre porcentaje de grasa en tronco y en piernas, la relacién
entre masa grasa en tronco y en extremidades y el indice de Nolan que es el
porcentaje de grasa en pierna izquierda dividido entre el incide de masa
corporal. Todos ellos parametros que nos dan informacion sobre la cantidad y
distribucion de la grasa corporal.

Tamafo de muestra y analisis estadistico.

La predeterminacion del tamafio muestral se basé en la variable principal
del estudio que estaba predefinida como la disminucién de los triglicéridos en la
semana 4. Se esperaba poder demostrar una disminucion en los valores de TG
a las 4 semanas de al menos un 20%, en la comparacion de las medias
ajustadas mediante un andlisis de la covarianza. De acuerdo a la desviacion
estandar estimada de 86 a partir de datos bibliograficos (AIDS 1999; 13:1424-
1425) y a la minima magnitud del efecto predefinida como relevante (20%
reduccion), era suficiente con unos 33 pacientes evaluables por grupo con una
proteccion frente a los errores de tipo | y Il de 0,05 y 0,20 respectivamente.
Dado que se trataba de un estudio de superioridad, el primer andlisis se realizd
por intencion de tratamiento, es decir se analizaron los datos de todos los
pacientes que al menos habian recibido una dosis de la medicacion del estudio.

Los datos basales se han comparado mediante un test T de student para
las variables cuantitativas y mediante una Chi-cuadrado para las de tipo
categorico. Para comparar la evolucion de los valores se uso el test de Fisher
para variables categoricas y test no paramétricos para las variables continuas
(Mann-Withney o W.ilcoxon para datos independientes y dependientes
respectivamente). Los niveles de FGF21 presentan una distribucidon no normal,
por lo tanto estos valores fueron transformados a escala logaritmica y por lo
tanto normalizados para su analisis. Todos estos analisis se han realizado
mediante el programa estadistico SAS 9.3 (SAS Institue Inc., Cary, NC, USA),
cogiendo el nivel de significacion habitual de p<0.05.
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RESULTADOS:

Se realizé el screening a 113 pacientes, de los cuales se randomizaron
87. De estos 80 (95%) completaron el seguimiento hasta la semana 4, 77
(88.5%) hasta la semana 12 y 73 (83,9%) hasta la semana 48. Dos de los
pacientes de la rama de DHA y uno de la de placebo fueron excluidos
prematuramente del estudio por violacion del protocolo sin llegar a tomar la
medicacion del ensayo clinico y por lo tanto no se incluyeron en el analisis
estadistico. Los motivos fueron: test de embarazo positivo, inicio de tratamiento
hipolipemiante y glucosa en ayunas superior a 6.6 mmol/l. Un total de 11
pacientes abandonaron el estudio antes de la semana 48 por diversos motivos,
6 del grupo de DHA (14.6%) y 5 en el grupo placebo (11.6%) (Figura 1).

Figura 1. Evolucion de lainclusion de los pacientes en el estudio.

Pacientes elegibles

N=113
Excluidos: 26
Fechasde inclusién 4rechazar0r? partl‘ap'ar ‘ y
Primer paciente: 14 Julio, 2010 14 no cumplian criterios de inclusion
Ultimo paciente: 7 Junio, 2011 6 tenian criterios de exclusién
Randomizados 2 otros motivos

/ N=87

Aleatorizadosa DHA Aleatorizadosa placebo
N=43 N = 44
2 casos excluidos por violacion del protocolo® 1 caso excluido por violacién del protocolo *
Casosvalidos: 41 Casosvalidos: 43
Pararonla medicacion de estudio Pararonla medicacién de estudio
N=6 N=5
3 efectos adversos 1 efectos adversos
2 pérdida de seguimiento 3 pérdidas de seguimiento
1 retirada consentida 1 retirada consentida
Continuaron la medicacion de estudio Continuaron la medicacién de estudio
N = 35 (85.4%) N = 38 (88.4%)

* 3 casos excluidos por violacion del protocolo: test de embarazo positive (1), inicio de

tratamiento hipolipemiante (1), glicemia en ayunas > 6.6 mmol/l (1).
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A nivel basal, las caracteristicas demograficas (Tabla 1), la historia
farmacoldgica (Tabla 2) asi como los parametros metabolicos, de inflamacion y
de adipogénesis (Tabla 3) fueron comparables en ambos grupos. Cerca del
90% de los pacientes eran hombres, con una media de duracion de la
enfermedad de 14.9 +/- 5.8 aflos y con una media de duracion del tratamiento
de 13.5 +/- 4.8 afnos. Treinta de los pacientes (35.7%) presentaban alguna
condicion definitoria de SIDA. El regimen de TARGA mas comun era la
combinacion de ITIAN y ITINAN (48.8%) seguido de régimenes con un IP
(46.4%). No habia diferencias estadisticamente significativas entre grupos
respecto a la exposicion a antirretrovirales. No hubo cambios en el TARGA

durante el ensayo clinico en ningun paciente y los niveles de CD4, CD8 y de

carga viral fueron estables durante las 48 semanas.

Tabla 1. Caracteristicas de la poblacién a estudio.

Parametro DHA (n=41) Placebo (n=43)
Edad 44.0(39.7-50.2) | 45.0 (41.5-50.0)
Hombres, n (%) 36 (87.8) 39 (90.7)
Grupos de riesgo
HsH, n (%) 20 (48.8) 26 (60.5)
Htsx, n (%) 15 (36.6) 12 (27.9)
ADVP, n (%) 6 (14.6) 5 (11.6)

Peso, kg

73.9 (70-83.3)

73.8 (66.3-79.2)

IMC, kg/m?2

27.4 (24.5-28.7)

25.0 (22.3-27.5)

Circumferencia cintura, cm

92.0 (90.0-101.2)

92.0 (86.0-96.7)

indice cintura cadera

0.96 (0.92-1.00)

0.94 (0.92-1.02)

Duracion infeccion VIH, afios

14.0 (10.5-17.2)

15.5 (11.0-19.5)

SIDA, n (%) 13 (31.7) 17 (39.5)
Fumadores, n (%) 23 (56.1) 21 (48.8)
Consumo de alcohol, g/d 0.0 (0.0-6.7) 0.0 (0.0-9.0)
VHB co-infeccion (%) 2(4.8) 1(2.3)
VHC co-infeccién (%) 13 (31.7) 15 (34.9)

CD4 al diagnéstico, cont/mm?3

402.16 (20-775)

308.61 (5-1397)

Nadir CD4, cont/mm?3

162 (95-318)

156 (26-278)

Nadir CD4, cont<200/mm?3

22 (53.6)

22 (51.2)

Nadir CD4, cont<100/mm?3

9 (21.9)

12 (27.9)

CD4 a la inclusién, cont/mms3

699 (575-935)

677 (486-906)

VIH-1 RNA basal (logio copias/ml)

1.28 (1.28-1.31)

1.28 (1.28-1.35)

VIH-1 RNA=5 logio copias/ml al diagnéstico, n (%)

25 (60.1)

29 (67.4)
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VIH-RNA indetectable a la inclusién, n (%)

32 (78.0)

32 (74.4)

Descenso de carga viral VIH respecto al basal

3.75 (3.36-4.25)

3.89 (3.18-4.62)

Tabla 2. Exposicién a antiretrovirales en la poblacidon estudiada.

Parametro DHA (n=41) Placebo (n=43) p
TARGA actual
IP, n (%) 18 (43.9) 21 (48.8)
ITINAN, n (%) 23 (56.1) 18 (41.9)
Inhibidores integrasa, n (%) 0 (0.0) 3(7.0) 0.31
IP+ITINAN, n (%) 0 (0.0) 1(2.3)
ITIAN
TDF/FTC, n (%) 16 (40.0) 19 (44.2)
ABC/3TC, n (%) 18 (43.9) 14 (32.5)
ABC+TDF, n (%) 2 (4.9) 1(2.3)
ABC+ddl, n (%) 0 (0.0) 2 (4.6) 0.66
3TC solo, n (%) 3(7.3) 2 (4.6)
TDF solo, n (%) 2(4.9) 4(9.3)
Sin nucleésidos, n (%) 0 (0.0) 1(2.3)
Duracién TARGA, m 160.0 (209.5-205) | 164.0 (115.5-212.5) 0.67
Exposicion a cada farmaco
AZT exposicion, m 3.0 (0.0-43.7) 12.5 (0.0-47.5) 0.54
DAT, exposicion, m 0.0 (0.0-57.5) 12.5 (0.0-59.0) 0.73
3TC/FTC exposicién, m | 76.0 (46.0-105.5) 89.5 (56.0-109.5) 0.30
ddl exposicion, m 0.0 (0.0-45.2) 0.0 (0.0-19.5) 0.30
ABC exposicién, m 14.0 (0.0-45.7) 0.0 (0.0-44.0) 0.32
TDF exposicién, m 26.0 (0.0-46.0) 31.5(0.30-48.5) 0.73
EFV exposicién, m | 26.0 (0.0-21.0) 0.0 (0.0-61.5) 0.34
NVP exposicién, m 0.0 (0.0-21.0) 0.0 (0.0-25.0) 0.70
IP exposicién, m | 42.0 (0.0-84.5) 42.5 (24.5-93.5) 0.63
NRTI exposicién, m | 236.0 (131.0-289.0) | 241.0 (129.0-302.5) 0.94

Todos los parametros estan expresados en medias y en rango entre paréntesis.

TARGA=terapia antirretroviral, IP=inhibidor de la proteasa, ITIAN=inhibidor de la transcriptasa

inversa analogo, ITINAN=inhibidor de la transcriptasa inversa no analogo, AZT=zidovudina,

d4T=estavudina, ddI=didanosina, 3TC=lamivudina, FTC=emtricitabina, TDF=tenofovir,

ddi=didanosina, ABC=abacavir, EFV=efavirenz, NVP=nevirapina
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Tabla 3. Datos basales de parametros metabdlicos y de adipogénesis.

Parametro DHA (n=41) Placebo (n=43) p
HALS, n (%) 21 (51.2) 17 (39.5) 0.39
Framingham a los 10 afios, % 11.0 (4.0-15.0) 11.0 (4.5-17.0) 0.64
Grado medio lipodistrofia 1.21 (0-5) 2.19 (0-6) 0.05
Colesterol total, mmol/l 6.0 (5.3-6.6) 5.8 (5.2-6.3) 0.26
Triglicéridos, mmol/l 3.8(3.1-4.8) 3.8 (3.0-4.6) 0.68
HDL colesterol, mmol/l 0.98 (0.85-1.24) 1.0 (0.9-1.14) 0.86
LDL colesterol, mmol/l 3.5(2.8-4.4) 3.4 (2.6-3.9) 0.34
VLDL colesterol, mmol/I 1.47 (0.34-4.19) 1.37 (0.75-2.28) 0.71
Apolipoproteina B, mmol/l 1.16 (1.08-1.47) 1.17 (1.01-1.31) 0.35
Glucosa en ayunas, mmol/l 5.1 (4.8-5.6) 5.0 (4.9-5.8) 0.73
Insulina en ayunas, pmol/l 44.0 (32.0-57.0) 33.0 (26.7-79.7) 0.51
HOMA-r 1.57 (1.03-2.07) 1.07 (0.84-2.87) 0.62
HbA1c (%) 5.6 (5.3-6.0) 5.5 (5.2-5.7) 0.64
Péptido C, ng/l 970 (730-1220) 864 (629-1119) 0.36
ARA, %total de acidos grasos 5.9 (4.9-7.8) 5.8 (5.2-7.0) 0.70
DHA, %total de 4cidos grasos 1.27 (0.89-1.74) 1.38(1.27-1.60) 0.61
FGF21, ngll 59.0 (34.5-91.8) 129.1 (49.1-232.3) 0.15
FGF19, pg/ml 324 (154-734) 476 (331-575) 0.35
Grasa corporal total, g 18.3 (12.5-22.9) 15.3 (12.5-19.7) 0.27
Grasa corporal total (%) 24.4 (19.6-30.1) 21.2 (17.2-25.2) 0.16
Grasa en tronco, kg 10.0 (8.5-14.3) 9.6 (7.2-11.9) 0.34
Masa magra corporal, kg 51.2 (45.9-56.0) 51.4 (46.8-59.1) 0.46
Grasa pierna izquierda, g 1652 (1189-2343) 1569 (1033-2455) 0.66
indice de grasa corporal, 10.5 (7.2-13.6) 8.8 (7.1-11.3) 0.22
kg/m?2

indice magro corporal, kg/m2 18.5 (16.7-20.3) 18.9 (16.4-21.4) 0.46
%Grasa tronco/%Grasa 1.73 (0.99-2.47) 1.91 (0.93-2.89) 0.46
piernas

Masa grasa tronco/Masa 1.98 (1.48-2.37) 2.07 (1.41-2.70) 0.72
grasa extremidades

indice Nolan 0.67 (0.52-0.91) 0.61 (0.41-0.88) 0.48
Sindrome metabdlico, n (%) 21 (51.2) 17 (39.5) 0.39

Todos los parametros estan expresados en medias y rango entre paréntesis.

HALS=sindrome de lipodistrofia, ARA=acido araquidénico, DHA=acido docosahexanaico.
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Tabla 4. Datos basales de los parametros de inflamacion .

Parametro DHA (n=41) Placebo (n=43) p

hsPCR, mg/dl 4.7 (2.4-6.0) 2.1(1.0-5.2) 0.29
Fibrindgeno, g/l 3.9 (3.1-4.2) 3.3(2.8-4.7) 0.57
HGF, pg/mi 618 (412-665) 555 (407-903) 0.74
IL-1, pg/ml 0.36 (0.30-0.47) 0.36 (0.30-0.44) 0.55
IL-6, pg/ml 1.71 (0.96-2.48) 0.96 (0.62-2.27) 0.24
IL-8, pg/ml 2.30 (2.02-3.67) 2.47 (2.35-3.18) 0.31
Leptina, pg/ml 1827 (999-8145) 1999 (1155-5093) 0.90
MCP-1, pg/ml 283 (153-308) 241 (176-302) 0.76
NGF, pg/ml 1.28 (0.73-1.88) 0.94 (0.73-1.64) 0.42
TNF-a, pg/ml 4.0 (2.64-5.49) 3.28 (1.86-5.07) 0.42
HGF, pg/ml 618 (412-665) 555 (407-903) 0.74

hsPCR=proteina C reactiva de alta sensibilidad, HGF=factor de crecimiento de hepatocitos,
IL-1=interleuquina-1, IL-6= interleuquina-6, IL-8=interleuquina-8, MCP-1=proteina atrayente
de monocitos-1, NGF=factor de crecimiento del nervio, TNF- a=factor de necrosis tumoral- q,

HGF=factor de crecimiento del hepatocito

Seqguridad y tolerabilidad.

La incidencia de efectos adversos en el grupo tratado con DHA no fue
mayor que en el grupo de placebo. Hubo 31 casos de efectos adversos, 13
(31.7%) casos en el grupo que tomaba DHA y 18 (41.8%) en el de placebo (p =
0.46). Todos los efectos adversos no graves observados en ambos grupos eran
del tracto gastrointestinal. Hubo 4 casos de eruptos, 3 casos de diarrea, 2
casos de nauseas y 2 de flatulencia en el grupo de DHA y 4 casos de eruptos,
4 casos de diarrea, 3 casos de nauseas y 3 de flatulencia en el grupo placebo.

Se observo 1 caso de efecto adverso grave en el grupo de DHA que
consistid en ictericia grado Ill y se consideré debida al tratamiento con
Atazanavir. Y 2 en el grupo de placebo que consistieron en una infeccion aguda
por VHC y una neumonia bacteriana, por lo tanto ninguno se consideré debido

al tratamiento del ensayo clinico (Tabla 5).
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Tabla 5. Efectos adversos segln gravedad.

DHA (N = 41) (%) Placebo (N = 43) (%) P
Casos de efectos 13 (31.7) 18 (41.8) 0.46
adversos
No graves
Flatulencia 2 (4.9 3(6.9) 0.95
Néauseas 2(4.9 3(6.9) 0.95
Diarrea 3(7.3) 4(9.3) 0.95
Eructos 4(7.3) 4(9.3) 0.76
Infeccion respiratoria 1(2.4) 2 (4.6) 0.97
Graves 1* (2.4) 2** (4.6) 0.97
Discontinuacion por 3(7.3) 1(2.3) 0.57
efectos adversos***

*Un paciente con hiperbilirrubinemia grado Il debida a Atazanavir.
**Un paciente con hepatitis aguda por VHC y otro con neumonia bacteriana.

***Todos los pacientes que suspendieron el tratamiento fue por efectos adveros leves.

En los 28 casos de efectos adversos no graves se determind que fueron
de tipo probable dado que los sintomas se iniciaron tras iniciar la medicacién
de estudio, no habia otras causas probables y desaparecieron al retirar la
medicacion (Tabla 6). Solo fueron motivo de abandono del tratamiento en 3
casos (7.3%) en el grupo DHA y 1 (2.3%) en el placebo (p=0.57). Se
determinaron los 3 casos de efectos adversos graves como de tipo improbable

respecto a la medicacion de estudio dadas sus caracteristicas.

Tabla 6. Efectos adversos segin imputabilidad.

DHA Placebo
Improbable 1 2
Posible 0 0
Probable 13 18
Cierto 0 0
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No hubo alteraciones significativas en los marcadores de funcion hepatica
excepto en el caso de la hepatitis C en el que las transaminasas aumentaron

15 veces por encima de su nivel normal.

Disminucion de los niveles de TG tras la administracion de DHA.

Se observéd un descenso estadisticamente significativo en la media del
de los niveles de TG en ayunas en el grupo de DHA comparado con el grupo
placebo a las 4 semanas (-43.9% IC: -56, -31% vs. -2.9% IC: 18.6, -16.5%
respectivamente, p < 0.0001) (Figura 2). En las semanas 12, 24, 36 y 48 se
mantuvo esta diferencia entre grupos con descenso estadisticamente
significativo en la media de porcentaje de los niveles de TG (Figura 2).

El descenso de la media de TG en la semana 4 en el grupo DHA fue de -
1.7 mmol/l, mientras que el observado en el grupo placebo fue de -0.1 mmol/l
(p = 0.0001). Ademas el porcentaje de pacientes que consiguié niveles de TG
por debajo de 2.26 mmol/l fué 63.4% y 4.6% en el grupo de DHA y en el de

placebo respectivamente (p < 0.001).

Figura 2. Evolucién en el tiempo de los niveles de TG en
ambos grupos
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Estabilidad del resto de parametros del perfil lipidico a lo largo del
estudio, excepto un descenso de los niveles de VLDL tras el tratamiento
con DHA.

La media de nivel de COLT total y del HDL colesterol aumento
ligeramente en el grupo de DHA pero sin ser una variacion estadisticamente
significativa. Respecto a los niveles de LDL colesterol, se observé un aumento
estadisticamente significativo en el grupo de DHA pero solo en el andlisis de la
semana 4 (4.13 (3.34-4.69) mmol/l) (p = 0.03) y en cambio se observo un
aumento estadisticamente significativo al final del estudio en el grupo placebo.

En los niveles de VLDL si que se observo una evolucion diferente entre
ambos grupos estadisticamente significativa a las 48 semanas (p = 0.02). Se
obsevo un descenso de los niveles de VLDL en el grupo de DHA, la media
basal era de 1.45 mmol/l y de 1.14 mmol/l a las 48 semanas, y en cambio en el
grupo placebo se observé un aumento, la media basal era de 1.37 mmol/l y de
1.43 mmol/l a las 48 semanas (Figura 3).

Los niveles de apoproteina B no variaron significativamente respecto a
los niveles basales en ninguno de los dos grupos.

Tampoco se observo diferencias estadisticamente significativas en el
ratio aterogénico COLT total/HDL entre ambos grupos a los largo del estudio.
(Tabla 7).
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Tabla 7. Evolucidon de los parametros del metabolismo lipidico durante las 48 semanas

en ambos grupos.

DHA (N = 41) Placebo (N = 43)
Basal Sem 48 P intra Basal Sem 48 Pintra | P entre
grupo grupo | grupos
COLT, mmol/l 5.93 6.16 0.84 5.82 6.45 0.12 0.58
(5.38-6.78) | (5.35-7.02) (5.18-6.32) | (5.69-7.07)
HDL, mmol/l 0.96 0.98 0.54 1.00 1.06 0.05 0.42
(0.79-1.15) | (0.88-1.21) (0.89-1.14) | (0.85-1.28)
COLT/HDL 6.6 6.8 0.91 5.7 5.7 0.66 0.23
ratio (5.2-7.6) (4.6-7.6) (5.0-6.9) (4.1-6.6)
LDL, mmol/l 3.60 4.04 0.15 341 3.75 0.01 0.25
(2.79-4.45) | (3.28-4.66) (2.48-4.01) | (3.11-4.17)
VLDL, mmol/l 1.47 1.14 0.001 1.40 1.43 0.93 0.02
(0.96-1.56) | (0.85-1.20) (0.94-1.52) | (0.96-1.59)
TG, mmoll/l 3.85 2.14 0.0001 3.80 2.99 0.37 0.01
(3.11-4.85) | (1.39-3.16) (3.05-4.56) | (2.20-4.53)
ApoB, mmol/l 111 1.15 0.29 1.10 1.19 0.24 0.86
(1.03-1.28) | (1.04-1.44) (0.98-1.27) | (1.06-1.32)
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Estabilidad de los parametros relacionados con el metabolismo de la
glucosa.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en los
parametros del metabolismo de la glucosa durante las 48 semanas de

seguimientos en ambos grupos. (Tabla 8)

Tabla 8. Evolucion de los parametros del metabolismo de la glucosa durante las 48

semanas en ambos grupos.

DHA (N =41) Placebo (N = 43)
Basal Sem 48 P intra Basal Sem 48 Pintra | P entre
grupo Grupo | grupos
Glucosa, 5.1 5.3 0.96 5.0 51 0.33 0.75
mmol/l (4.8-5.6) (4.7-5.7) (4.9-5.8) (4.9-5.5)
HbAlc,% 5.6 54 0.14 55 55 0.30 0.58
(5.4-5.8) (5.3-5.6) (5.3-5.7) (5.3-5.7)
Insulina, 44.0 27.7 0.50 33.0 32.0 0.64 0.64
pmol/l (32.0-57.0) (24.4-63.3) (26.7-79.7) (22.9-56.5)
Péptido 854 865 0.98 783 914 0.58 0.90
mmol/l (575-11919 (715-1170) (605-1134) (762-1067)
HOMA 1.57 0.96 0.62 1.07 1.11 0.61 0.69
(1.03-2.07) (0.76-1.89) (0.84-2.87) (0.72-2.05)
FGF-19, 296.5 3434 0.71 468.9 475.2 0.82 0.26
pg/ml (168.4-568.8) | (147.6-603.2) (332.0-603.4) | (205.2-660.9)
FGF-21, 60.9 52.2 0.36 156.7 89.4 0.50 0.18
pg/ml (37.2-150.2) | (28.8-90.3) (49.5-380.9) | (35.3-191.2)

Disminucién del grado de lipodistrofia subjetiva con estabilidad del resto
de parametros antropométricos.

Cincuenta y ocho (69%) de los pacientes tenian alteracién en la distribucién
de la grasa al inicio del estudio, 28 (68.2%) pacientes tenian lipoatrofia en el
grupo de DHA y 30 (69.7%) en el grupo de placebo (p = 0.93). De estos 21
(51.2%) y 17 (39.5%) pacientes respectivamente tenian también lipoacumulo (p
=0.39). A las 48 semanas habia 26 (63.4%) pacientes en el grupo de DHA y 28
(65.1%) pacientes en el grupo de placebo que tenian lipoatrofia (p = 0.95). En
cambio, en el grado de lipodistrofia observado subjetivamente por los pacientes
si que se observa una evolucion diferente en ambos grupos (p = 0.04) viéndose

una disminucion en el grupo DHA y un aumento en el placebo, la media basal
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en DHA era de 121 y de 1.04 a las 48 semanas y de 219 y 2.27

respec

tivamente en el grupo placebo. (Tabla 9)

No se observd ninguna variacion en el resto de medidas

antropométricas:

La media de IMC basal en el grupo DHA fue de 25.4 y de 25.4 a las 48
semanas, mientras que en el grupo placebo la media basal fue de 25.4 y
a las 48 semanas de 25.0, sin observarse una diferencia en la evolucion
estadisticamente significativa (p = 0.98). (Tabla 10)

La media de ICC basal en el grupo DHA fue de 0.97 y a las 48 semanas
era de 0.97 y en el grupo placebo era de 0.95 y 0.95 respectivamente,
sin  evidenciarse tampoco diferencia la evolucion

una en

estadisticamente significativa (p = 0.56). (Tabla 10)

Tabla 9. Resultados de los valores de las medidas antropométricas y del grado de lipodistrofia
subjetivo a las 48 semanas.

DHA (N =41) Placebo (N =43)
Basal Sem 48 Pintra Basal Sem 48 Pintra | Pentre
grupo Grupo grupos
IMC 254 254 0.40 25.4 25.0 0.44 0.98
(23.7-28.3) | (23.5-27.9) (22.4-26.7) | (23.8-28.2)
ICC 0.97 0.97 0.63 0.95 0.95 0.90 0.56
(0.95-0.98) | (0.94-0.99) (0.94-0.98) | (0.94-0.98)

Grado 1.21 1.04 0.08 2.19 2.27 0.10 0.05
lipodistrofia (1-4) (1-3) (1-4) (1-5)
Subjetivo

Estabilidad de las presion arterial durante el estudio en ambos grupos.

No se obseré diferencia estadisticamente significativa en los valores de
presion arterial entre los dos grupos. (Tabla 10).
Tabla 10. Evolucién de los valores de presidn arterial en ambos grupos.
DHA (N = 41) Placebo (N =43)
Basal Sem 48 Pintra Basal Sem 48 Pintra | P entre
grupo Grupo | grupos

PA sistodlica, 110 120 0.20 120 120 0.68 0.37
mmHg (110-120) (110-120) (110-127) | (120-128)
PA diastdlica, 70 70 0.63 75 75 090 | 0.14
mmHg (60-70) (65-75) (70-80) | (70-80)
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Estabilidad de los parametros de medicion de grasa, masa magra y de la
distribucion de la grasa medidos mediante DXA.

La cantidad de grasa total y la troncular no variaron a lo largo del estudio
en ninguno de los dos grupos. La masa grasa apendicular aumento
significativamente en ambos grupos pero sin diferencias entre ambos en la
semana 48. La media de ganancia neta de masa grasa apendicular en el grupo
de DHA fue de 558 ( IC 95%: -19, 1926) gramos, mientras que fue de 553 (-
243, 1009) gramos en el grupo placebo (p = 0.52). El indice de Nolan,
porcentaje de grasa en pierna izquierda normalizada por el IMC, aumento
significativamente en el grupo placebo pero no se observé una diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos (p = 0.73). No se observaron
cambios en el resto de indices de simetria de la distribucion de la grasa. (Tabla
11).

Tabla 11. Resultados de los valores de las medidas de distribucién de la grasa mediante DXA
a las 48 semanas.

DHA (N = 41) Placebo (N =43)
Basal Sem 48 P intra Basal Sem 48 Pintra | P entre
grupo Grupo | grupos
Grasa total, kg 18.3 17.2 0.29 15.3 14.9 0.35 0.31
(12.5-22.9) (13.9-20.7) ) (12.5-19.7) (13.7-18.4) '
Grasa tronco, kg 10.0 11.3 0.24 9.6 9.9 011 0.30
(8.5-14.3) (7.9-13.1) ) (7.2-11.9) (8.2-11.7) )
Grasapiernaizq, g 1652 2005 (1339- | g &ggg_ 1709 (1065- | s 0.59
(1189-2343) 2588) 2455) 2448)
Grasa extremidades 3376 3969 (2820- 000 (géég 3967 (2240- 004 0.26
inferiores, g (2472-5646) 6525) ' 4941) 5611) '
Masa grasa | g4g5 5782(387L | 03 | (aqp. | SMO@S05- | o0 | O
apendicular, g (3614-7890) 8987) ’ 7066) 7906) '
Grasa tronco/Grasa 1.98 1.76 004 207 188 042 0.84
apendicular (1.48-2.37) (1.47-2.16) ’ (1.41-2.70) (1.36-2.64) '
Indice de Masa 105 10.2 024 8.8 8.9 023 0.29
Grasa, kg/m? (7.2-13.6) (7.9-12.1) ' (7.1-11.3) (7.8-10.7) '
indice de Nolan 0.67 0.82 0.33 0.61 0.68 0.01 0.73
(0.52-0.91) (0.57-0.96) ) (0.41-0.88) (0.51-1.02) '
Sindrome 0.82
metabélico, n (%) 21 (51.2) 22 (53.7) 0.83 17 (39.5) 21 (48.9) 0.51

indice de Nolan: porcentaje de grasa en pierna izquierda/indice de masa corporal
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Disminucion de los niveles de hsPCR y aumento de los niveles MCP-1 con
estabilidad del resto de parametros de inflamacion, adipoquinas y el resto
de sustancias excretadas por el tejido adiposo.

Todos los parametros de inflamacion eran comparables a nivel basal en
ambos grupos (Tabla 4). Se observO un descensé estadisticamente
significativo en los niveles de PCR en el grupo de DHA, la media basal era de
4.7 mg/dl y de 2.25 mg/dl a las 48 semanas (p = 0.03). En cambio no se
observo diferencia significativa en estos niveles en el grupo de placebo. (Tabla
12).

Ademas se observl una diferencia estadisticamente significativa en la
evolucion de los niveles de MCP-1 entre ambos grupos. En el grupo de DHA
los niveles basales eran de 283 pg/ml y de 292 pg/ml a las 48 semanas y en
cambio en el grupo de placebo eran de 241 pg/mly 212 pg/ml respectivamente
(p =
significativas intra ni entregrupos en el resto de parametros. (Tabla 12).

0.03). (Tabla 13). No se observaron diferencias estadisticamente

Tabla 12. Evolucién de los parametros inflamatorios, adipoquinas y el resto de
sustancias excretadas por el tejido adiposo alas 48 semanas en ambos grupos.

DHA (N = 41) Placebo (N = 43)

Basal Sem 48 Pintra Basal Sem 48 Pintra | P entre

grupo Grupo | grupos

ARA, % 6.0(48-7.8) | 42(3.4-5.0) | 0.0007 | 5.8(5.2-7.0) | 6.0(5.4-6.6) | 0.39 | 0.0003
PCR, mg/d| 47(24-6.0) | 22(1.6-45) | 003 | 2.1(1.0-52) | 1.4(1.0-7.3) | 0.95 0.68
HF po/mi (412%265) (6871‘-1313) 0.79 (40?5-39503) (34;81%07) 0.14 | 066
Lot poimi (0.3%-3(?.47) (0.3%?00.47) 0-55 (0.3%?06.44) (0.3%?06.44) 003 | 02
'+6. paimi (0.916-721.48) (0.916-125.48) 0.78 (o.gz'?gzn (0.711'?23.65) 0.24 | 0.4
IL_&.pg/ml (2.022-33().67) (2.422'?33.83) 0.18 (2.325;218) (1-925;-2;01) 010 018
weptina. poim! (99%)2—%1745) (241295;575) 0-39 (115%5?—%9093) (202370315681) 0.06 0.21
MeP-L po/m! (15?—3308) (19%39273) 0.79 (17%51-13%02) (15201-273) 068 003
NGF. po/mi (0.713'??88) (0.914-117.64) 0.95 (0.7%?14.64) (0.718.-127.06) 0.14 | 097
THFe. pgim! (2.63:2.49) (2.632.25) 0.79 (1.8%-25?07) (2-2(3;:28-56) 0% | o
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Disminucion de la expresion en tejido adipose subcutaneo de MCP-1 y
TNF-a con estabilidad del resto de marcadores de adipogénesis en las
biopsias de tejido subcutaneo.

Los niveles de DNA mitocondrial y de expresion génica de citocromo b
eran comparables en ambos grupos a nivel basal (p = 0.78 y p = 0.46
respectivamente). Se observé un descenso de los niveles de DNA mitocondrial
en el grupo de placebo a las 48 semanas (p = 0.04) mientras que no se
observaron diferencias significativas en el grupo de DHA (p = 0.73) y tampoco
se observaron diferencias entre los dos grupos a las 48 semanas (p = 0.31). No
se observaron diferencias intra ni entre grupos (p = 0.46) en los niveles de
expresion génica de citocromo b. (Figura 4)

La expresion de PPAR-y y de adiponectina eran comparables a nivel
basal (p = 0.43 y p = 0.74, respectivamente) y no se observaron variaciones
significativas durante el estudio en ninguno de los dos grupos. Tampoco se
observaron diferencias a las 48 semanas al comparar los niveles de expresion
de PPAR-y y de adiponectina entre ambos grupos (p = 0.24 y p = 0.44,
respectivamente). (Figura 4)

Los niveles de transcripcion de MCP-1 y TNF-a fueron comparables en
ambos grupos a nivel basal (p = 0.69 y p = 0.40, respectivamente). La
transcripcion de MCP-1 y TNF-a disminuy6 significativamente a las 48
semanas en el grupo de DHA mientras que no se observé una diferencia
significativa en el grupo de placebo. También se observé una diferencia
significativa al comparar los niveles entre ambos grupos a las 48 semanas (p =

0.04 y p = 0.04, respectivamente) (Figura 4).

Figura 4. Evolucién de la expresion de los marcadores de adipogénesis en tejido adiposo

subcutaneo en ambos grupos.
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Niveles de DHA y ARA alo largo del estudio.

Tanto los niveles de DHA como de ARA fueron comparables a nivel
basal en ambos grupos (Tabla 3). En la semana 4 los niveles de DHA
aumentaron con una media de 5.01% (4.2-5.8%) (p<0.0001 respecto a los
niveles basales) en el grupo de DHA y en cambio se mantuvieron en una media
de 1.2% (1.0-1.5%) (p=0.11 respecto a los niveles basales) en el grupo de
placebo (p<0.0001 entre grupos). A las 48 semanas la media en el grupo DHA
era 3.38% (2.22-4.58%) y de 1.16% (0.97-1.88%) en el grupo placebo
(p<0.0001).

Los niveles de ARA disminuyeron significativamente en el grupo de DHA
a las 48 semanas (p=0.0007), mientras que no se observd un cambio
significativo en el grupo de placebo (p=0.39). Comparando ambos grupos los
niveles de ARA a las 48 semanas disminuyeron mas en el grupo de DHA
respecto a los del grupo de placebo (4.2% (3.4-5.0%) versus 6.0% (5.4-6.6%),
p=0.0003) (Tabla 13). Ademas existia correlacion entre los niveles de DHA y de
ARA (r=0.53, p=0.001).
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Tabla 13. Evolucion de los niveles de DHA y ARA.

DHA (N =41) Placebo (N = 43)
Basal Sem 48 P intra Basal Sem 48 Pintra | P entre
grupo Grupo | grupos
DHA,% 1.27 3.38 1.38 1.16
(0.89-1.74) (2.22-4.58) 0.0001 (1.27-1.60) (0.97-1.88) 0.23 0.0001
ARA, % 6.0 4.2 5.8 6.0
(4.8-7.8) 3450 | %007 | 5570 (5.4-6.6) 039 | 0.0003

DHA=4cido docosahexandico, ARA=4cido araquidénico
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DISCUSION.

El objetivo principal de esta tesis era comprobar si la administracion de
DHA a altas dosis es eficaz como tratamiento para disminuir los niveles de TG
en pacientes con infeccion por VIH-1 en tratamiento y que presentan
dislipemia, asi como se ha visto en poblacién general 2.

En el estudio aqui presentado la administracion de DHA demostro
reducir los niveles de TG en poblacién con infeccién por VIH-1 de forma
significativa tanto en las primeras 4 semanas, que era el objetivo principal,
como a las 48 semanas de estudio. La pérdida de potencia del efecto al
analizar los datos de todas las determinaciones hasta el final del seguimiento,
creemos que se puede explicar por la pérdida de adherencia al tratamiento a lo
largo del tiempo como se demuestra con la medicién de los niveles de DHA en
dichas muestras.

La mayoria de los estudios que se han realizado hasta el momento
sobre el efecto de la administracion de omega 3 en pacientes con infeccién por
VIH-1 en los niveles de triglicéridos tienen una duracion de entre 4 y 16
semanas 28. Esta tesis presenta datos a mayor largo plazo, con un seguimiento
de hasta 48 semanas y demostrando una disminucion de los niveles de
triglicéridos estadisticamente significativa hasta las 48 semanas, por lo tanto
demuestra la efectividad mantenida a largo plazo del tratamiento de la
hipertrigliceridemia con DHA.

El hecho de que también se observe un descenso estadisticamente
significativo en los niveles de colesterol VLDL, que es la fraccion de colesterol
directamente relacionada con los niveles de TG, analizando los datos de las 48
semanas, apoya la conclusion del efecto sobre los triglicéridos del omega 3 en
estos pacientes. En cuanto al colesterol total y el resto de fracciones de
colesterol solo se observa un aumento transitorio del LDL en la semana 4 en el
grupo de DHA. En otros estudios en poblacién infectada por el virus del VIH-1
tratados con aceites de pescado se observo aumento de los niveles de LDL de
entre un 5 y un 20% %°. Aunque el aumento de los niveles de LDL se ha
atribuido al DHA que se encuentra en los aceites de pescado °, se ha
observado que el tamafio de las particulas de LDL aumenta significativamente
con la suplementacion con DHA y esto contribuiria a reducir el riesgo
aterogénico 19, por lo tanto seria un aumento beneficioso de cara al riesgo

cardiovascular. EI aumento de los niveles de LDL puede estar relacionado con
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el efecto hipotrigliceridémico ' dado que reducen la sintesis hepatica y la
secrecion de VLDL y por lo tanto las particulas de VLDL son mas pequefas y
se convierten mas facilmente a LDL °. En algunos articulos se ha descrito
también un aumento de colesterol HDL que nosotros no hemos observado 3.

En nuestro trabajo confirmamos la excelente tolerabilidad y seguridad
del tratamiento con omega 3 observada en estudios previos en poblacion sin
infeccion por el VIH. Cabe destacar, que la mayoria de los participantes
reportaron mal gusto de la preparacién y esto, aunque no supusiera un efecto
adverso como tal y no llegara a provocar el abandono del estudio o pérdida de
seguimiento, si que podria explicar la progresiva disminucion observada en los
niveles de DHA y por lo tanto una menor adherencia y menor efectividad del
tratamiento con DHA.

Las recomendaciones en cuanto al tratamiento y manejo de la
hipertrigliceridemia siempre incluyen como primer paso cambiar la dieta y hacer
ejercicio. Esto puede disminuir los niveles de TG entre un 5y un 15% 689 pero
es realmente dificil de realizar. En la literatura se ha descrito una disminucion
de los niveles de triglicéridos gracias al tratamiento con DHA de entre 10-56%
571415 de entre 7-30% con fibratos y de 20-50% con estatinas %7 y mas
potente cuando se combinan entre si 182, Este heterogenia en la efectividad
del tratamiento con DHA puede ser debida en parte a las diferencias de disefio
de los ensayos clinicos, a las diferencias en la dosis de omega 3 utilizadas en
cada ensayo y la forma de presentacion del mismo (pescado, aceite de
pescado o aceite purificado que es mucho mas efectivo). En nuestro trabajo
hemos observado una disminucién de casi el 44% tratando Unicamente con
DHA en forma de aceite purificado. Por lo tanto creemos que el tratamiento con
DHA en los pacientes con infeccién por VIH en tratamiento antirretroviral que
presentan hipertrigliceridemia es efectivo y seguro. Pensamos que esto tiene
relevancia dado que actualmente se trata de pacientes con una esperanza de
vida larga y por lo tanto interesa minimizar el nimero de farmacos y en
consecuencia los efectos secundarios a largo plazo de los mismos. El DHA es
un producto natural que ha demostrado no tener grandes efectos adversos ni a
corto ni a largo plazo. La suplementacion con DHA puede ofrecer beneficios
adicionales respecto al riesgo cardiovascular especialmente en pacientes que
ya tienen enfermedad coronaria 2! y los pacientes con infeccién por VIH-1 son

pacientes con un elevado riesgo cardiovascular como ya se ha comentado en
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la introduccidén (gran parte de esta poblacidbn son hombres, mayores de 50
afos, fumadores, en un estado de mayor inflamacion por la infeccidén cronica
gue padecen y con tratamiento antirretroviral que puede tener como efecto
secundario alteraciones en el metabolismo de la glucosa y/o de los lipidos) por
lo tanto conviene tratar los factores de riesgo como es la hipertrigliceridemia y
tenerlos bien controlados, si es necesario con varios farmacos y el DHA es una
opcion natural sin efectos adversos graves y bien tolerada. Ademas hasta el
momento no hay descritas interacciones entre el DHA y el tratamiento
antirretroviral o la recuperaciéon de la inmunidad ® confirmado también en
nuestro estudio en el que los niveles de CD4, CD8 y carga viral se mantuvieron
estables durante todo el seguimiento.

En cuanto a los objetivos secundarios de nuestro ensayo clinico no se
observé ningun efecto sobre los pardmetros relacionados con el metabolismo
de la glucosa, incluidos los niveles de insulina o de HbAlc como se habia
reportado en otros estudios 4?2, Por otro lado, los niveles circulantes de
FGF21 y FGF19, dos hormonas beneficiosas para el metabolismo de la
glucosa y de los lipidos, no parecen sufrir ninguna variacion por el efecto del
tratamiento del DHA. Se ha descrito que FGF21 esta aumentado y FGF19
disminuido en pacientes infectados por VIH-1 ya sean tratados o no tratados
con TARGA 23, Del mismo modo pacientes obesos y diabéticos presentan la
misma alteracién 2*. Aunque estos parametros parecen mas directamente
relacionados con el metabolismo de la glucosa, la resistencia a la insulina y la
obesidad, también se ha observado relacion con la dislipemia. De hecho, se ha
propuesto que este aumento de FGF21 puede ser debido a un descenso de
sus receptores en el tejido adiposo (una de sus principales dianas) y esto
puede provocar una resistencia a FGF21 que acompafiada por el descenso de
FGF19 provoca un empeoramiento en el metabolismo de la glucosa y de los
lipidos. En estos pacientes, se aprecia un porcentaje alto de individuos con
sindrome metabdlico, y los niveles observados de FGF21 son altos
comparados con los niveles estandar de los controles, asi como los de FGF19
bajos. Con los datos analizados podemos proponer que DHA puede no tener
suficiente potencia como para mejorar la respuesta a los niveles altos de
FGF21 ni normalizar los niveles de FGF19.

Otro de los objetivos secundarios era valorar el posible efecto

antiinflamatorio al disminuir los pardmetros de inflamacion tras la
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administracion de DHA. Los acidos grasos tipo omega 3 tienen efecto
antiinflamatorio porque disminuyen la produccion de eicosanoides y citoquinas
proinflamatorias 2°. Ademas son sustrato de la sintesis de otros lipidos
mediadores como protectivas y resolvinas antiinflamatorias 26. En la literatura,
la mayoria de ensayos clinicos publicados administran DHA en poblacion no
infectada por VIH-1y los resultados son dispares. En los estudios en los que se
observa una disminucion de los parametros de inflamacion tras la
administracion de DHA se describen descensos de IL1, IL6, y TNFa, pero este
descenso no se observa en otros ensayos publicados 2. Esta bien descrito que
la infeccion por VIH provoca un estado proinflamatorio y que los pacientes con
dicha infeccion tienen mayor riesgo de mortalidad como consecuencia directa
de la misma. En estos pacientes se observan aumentados los niveles de IL6,
TNFa y dimero D, entre otros '°. En nuestro ensayo clinico hemos observado
cambios significativos derivados del tratamiento con DHA en los niveles de
hsPCR y ARA. La hsPCR es un conocido marcador de enfermedad
cardiovascular % y los &acidos grasos omega 3 se proponen como
cardioprotectores 2°. Respecto a los efectos de los acidos grasos omega 3
sobre la hsPCR la evidencia en la literatura es dispar dado que en algunos
estudios no se observan diferencias 3°3! mientras que en otros como en el
nuestro si que se observa un descenso significativo 2. Respecto a las
citoquinas pro-inflamatorias circulantes estudiadas se observa que MCP-1
tiende a aumentar en el grupo tratado con DHA mientras parece disminuir en el
grupo tratado con placebo. En cambio cuando miramos una de las citoquinas
mas relacionadas con un estado proinflamatorio en los pacientes se observa un
descenso de IL-6 en el grupo DHA con un aumento en el grupo placebo
aungue no es significativo. ElI descenso de los niveles de IL-6 en el grupo de
DHA respecto a un aumento en el grupo placebo coincide con el descrito en la
literatura 32 y se hipotetiza como posible efecto antiinflamatorio sistémico del
DHA. Es relevante que este estudio se realiza en una poblacion de pacientes
con infeccidbn por VIH-1 tratados y en este tipo de poblacion ha sido
ampliamente descrito anteriormente un nivel muy alto de marcadores de
inflamacién circulantes respecto a los individuos sin infeccién por VIH-1 15 a
pesar de la supresion viroldgica sostenida. Las diferencias observadas entre
los pacientes que recibieron DHA o placebo podrian no haber resultado

significativas debido a su caracter sutil dentro de un estado de inflamacién
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generalizado. De hecho es interesante observar como los niveles circulantes
del marcador de inflamacion general y mas utilizado TNFa tienden siempre a
aumentar en ambos grupos a pesar de que si esta descrito en la literatura un
cierto efecto antiinflamatorio tras la administraciéon de DHA disminuyendo los
niveles de TNFa 33, Este hecho nos indica que si bien DHA puede estar
mejorando otros aspectos en el metabolismo de los pacientes, no parece tener
efecto sobre los marcadores circulantes de inflamacion.

Puede ocurrir que los efectos antiinflamatorios del tratamiento con DHA
sean transitorios y soOlo objetivables en un espacio corto de tiempo, sobretodo
si pueden existir sesgos derivados de una pérdida de adherencia a largo plazo
o por el efecto de otros factores que no son controlados. En los estudios
descritos en la literatura se ha reportado el efecto del DHA en los parametros
de inflamacion a 4-12 semanas, esto podria ser una explicacion de porqué en
nuestro ensayo no observamos estas variaciones tan claramente.

Varios estudios describen la mejoria de los parametros metabdlicos en
pacientes con infeccién por VIH-1 en tratamiento antirretroviral tras realizar una
dieta sana tipo dieta mediterrdnea con abundante contenido de &cidos grasos
tipo omega 3 3435, En estos también se postula el posible efecto de los mismos
sobre el sindrome de lipodistrofia al estar éste asociado con el sindrome
metabdlico. La inflamacién junto con las alteraciones en la transcripcion génica
de los adipocitos inducidos por el tratamiento antirretroviral son parte de la
patogénesis del sindrome de lipodistrofia 3. Por lo tanto el teérico efecto del
DHA sobre la lipodistrofia se deberia a su efecto antiinflamatorio y a su efecto
sobre la transcripcion génica 3738, Ningln estudio hasta el momento habia
evaluado directamente el efecto sobre los parametros de lipodistrofia en
pacientes con infeccién por VIH-1 tras la administracion de DHA como en el
estudio en el que esta basado este trabajo de tesis.

Los pacientes que recibieron DHA reportaron una disminucién en el
grado de lipodistrofia percibida que no se confirmo al analizar los datos
antropomeétricos tipo IMC o ICC. Al analizar los datos de las medidas de los
diferentes indices de distribucibn de grasa medidos mediante DXA los
resultados fueron parcialmente congruentes con la percepcion subjetiva
reportada por los pacientes. Se observo un aumento de la grasa en tronco y en
extremidad izquierda y un descenso en los indices que relacionan la

distribucion entre tronco y extremidades, con un aumento del indice de Nolan,
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es decir los indices que indican si existe una distribucion anémala de la grasa,
pero sin diferencias significativas entre ambos grupos. La media de ganancia
neta de masa grasa apendicular en el grupo de DHA fue ligeramente mayor en
el grupo de DHA pero sin diferencias significativas. Los pacientes que
presentan lipodistrofia suelen presentar un acamulo de grasa en el tronco y una
pérdida en las extremidades. En los pacientes de nuestro estudio se observo
un aumento de grasa en ambas localizaciones con un descenso en los indices,
es decir un aumento de grasa total sin alteracidon de la distribucion de la misma
a lo largo del tiempo, aunque no pueda atribuirse al tratamiento con DHA.

Los pacientes incluidos en el ensayo tenian una media de 15 afios de
infeccion por VIH-1, tratada con antiretrovirales por una media de 13 afos, dos
factores que pueden haber favorecido el desarrollo del sindrome de lipodistrofia
previo. EI 69% de los pacientes participantes en el ensayo presentaban
lipodistrofia basalmente, un porcentaje superior al descrito en la literatura 283,
Ademas, en un 83% de la poblacion estudiada existia historia de exposicion a
tratamiento con AZT, ddl, d4T y/o EFV todos ellos claramente relacionados
con el desarrollo de lipodistrofia. Sin embargo, solo se incluyeron pacientes en
los que no se habia cambiado la pauta antirretroviral en los dltimos 12 meses,
por lo que el aumento de la grasa total corporal no creemos que refleje el
efecto positivo sobre la recuperacion de grasa tras la retirada de estos
farmacos.

Otro de los objetivos secundarios de este trabajo de tesis es estudiar la
expresion génica en el tejido adiposo subcutaneo tras la administracion de
DHA. Hay diversos estudios en los que se describen las diferentes alteraciones
que sufre la grasa subcutanea tanto en marcadores de expresion génica
(mRNA) como de proteina. Dichas alteraciones se observan desde el momento
en que los pacientes se infectan, individuos naive. Y van evolucionando a
medida que la infeccién evoluciona y segun si se inicia tratamiento 2°. Diversos
estudios indican que PPARy que es un master gen de la adipogénesis,
disminuye su expresion en pacientes lipodistréficos respecto a no lipodistroficos
tratados y pacientes infectados por HIV-1 no tratados, asi como respecto a los
controles sanos . Se ha descrito que el DHA es agonista de PPARy “°y hay
evidencias de la implicacion del PPARy en los efectos del DHA sobre la
secrecion de adiponectina 4142, A pesar de esto en nuestro estudio no se

observan diferencias en la expresiéon de PPARYy, tal y como se ha descrito en
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otros estudios 43, si bien hay que tener en cuenta que se trata de pacientes con
lipodistrofia en ambos grupos. La distribucion de pacientes con lipodistrofia en
ambas ramas tras la aleatorizacion fue equivalente, por lo tanto esto podria
justificar el que no haya diferencias en la expresion de PPARy. Ademas, hay
que tener en cuenta que los niveles de expresion se estudiaron en el tejido
adiposo subcutaneo por su mayor accesibilidad, pero se ha descrito como el
comportamiento del tejido adiposo visceral es marcadamente diferente al
subcutdneo en muchos aspectos, por lo tanto los efectos del tratamiento con
DHA sobre el tejido adiposo visceral podrian variar 3032,

Por otro lado también se estudiaron los niveles de expresion en el tejido
adiposo subcutaneo de diferentes adipoquinas y citoquinas que se sabe que
son expresadas y secretadas por el tejido adiposo subcutaneo, para determinar
si el tratamiento con DHA es capaz de variar su expresion. La adiponectina es
una conocida adipoquina relacionada sobre todo con un efecto antidiabético
4445 En ambos grupos por igual, placebo y DHA, no se observaron cambios en
esos marcadores en la expresion en tejido adiposo subcutaneo.

Siguiendo con la expresion en el tejido adiposo subcutaneo, la citoquina
inflamatoria méas reconocida y utilizada como marcador de inflamacion local
expresada en el tejido adiposo subcutaneo de los pacientes, TNFa, presenta
una tendencia a disminuir en el tiempo en ambos grupos. Este descenso es
significativo en el grupo tratado con DHA pero no en el grupo de placebo. Este
hecho ya ha sido observado en modelos animales alimentados con una dieta
rica en grasa en los cuales el aceite de pescado atenda la inflamacién local en
el tejido adiposo subcutaneo “46. En cambio en estudios con humanos los
resultados son controvertidos 24. Este hecho nos indica que el tejido adiposo
subcutaneo no esta contribuyendo al aumento de TNFa que si se observa a
nivel circulante. Por lo tanto parece que el tratamiento con DHA es capaz de
reducir la inflamacion local sufrida en el tejido adiposo subcutaneo de estos
pacientes. Si bien el grupo de placebo también presenta un descenso de
expresion de TNFa en el tejido adiposo subcutaneo, al no ser este descenso
significativo se asume un efecto beneficioso del DHA sobre la inflamacion. Una
de las diferencias mas marcadas entre el tejido adiposo subcutaneo y el
visceral es a nivel de factores de inflamacion expresados, por lo tanto en el
futuro resultaria muy interesante poder estudiar estas diferencias en el tejido

adiposo visceral de estos dos grupos de pacientes.
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Por ultimo, se analizaron los niveles de DNA mitocondrial de estos
pacientes ya que se ha descrito que ciertos farmacos antirretrovirales como la
zidovudina o la stavudina son capaces de provocar toxicidad mitocondrial
reduciendo los niveles de DNA mit de los adipocitos. Esta toxicidad
mitocondrial, podria ser responsable de una disfuncién permanente en el
funcionamiento de los adipocitos afectando a diferentes niveles sus funciones
primarias y provocando alteraciones metabdlicas 4°. Los niveles de DNA
mitocondrial disminuyeron en el grupo tratado con placebo y se mantuvieron
estables en el grupo de DHA, indicando que quiza el DHA esté protegiendo
frente a una toxicidad mitocondrial provocada por algunos farmacos. Revisando
la literatura nuestro estudio parece el primero en el que se intenta demostrar el
efecto beneficioso del DHA sobre sobre el tejido adiposo subcutaneo en
pacientes con infeccion por VIH-1.

Nuestro estudio tiene varias limitaciones. La primera es que los
resultados son solo aplicables a una poblacion similar a la de nuestro estudio,
es decir no obesos, no insulino-resistentes, con infecciébn por VIH-1 bien
controlada y con hipertrigliceridemia moderada. La segunda es que la dosis de
DHA fue elevada pero sin sobrepasar la dosis recomendada 4. La tercera es
que a pesar de que se insisti0 a los pacientes en no cambiar sus habitos
alimentarios o de ejercicio no se realiz6 una monitorizacion estrecha de estos.
La cuarta es que se realizé un control de la adherencia midiendo los niveles de
DHA pero estos no se pueden asegurar en los periodos intermesura. Ademas
es posible que el estudio no tuviera suficiente potencia para detectar
diferencias clinicamente significativas en los niveles de marcadores de
inflamacion plasmaticos y en tejido adiposo. Finalmente los niveles de
marcadores de inflamacién plasmaticos pueden verse modificados por factores
inevitables de la vida diaria como el estrés emocional o alguna enfermedad
aguda leve no reportados por los participantes “8. Por otro lado se trata de un
estudio doble ciego, randomizado, controlado por placebo, con control de

adherencia midiendo los niveles de DHA y de un afio de duracién.
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CONCLUSIONES.

La administracion de DHA reduce los niveles de TG en los pacientes con
infeccion por VIH-1 que estdn en tratamiento antirretroviral y presentan
hipertrigliceridemia.

La administracion de DHA reduce los niveles de colesterol VLDL en los
pacientes con infeccion por VIH-1 que estan en tratamiento antirretroviral
y presentan hipertrigliceridemia. Y no tiene efecto sobre el colesterol
total y el resto de fracciones de colesterol y la apoproteina b.

La administracion de DHA a pacientes con infeccion por VIH-1 en
tratamiento antirretroviral no afecta al nivel de glicemia basal en sangre,
péptido C, insulina ni a los niveles de hemoglobina glicosilada.

La administracion de DHA a pacientes con infeccion por VIH-1 en
tratamiento antirretroviral no modifica los niveles de marcadores de
metabolismo glucidico en sangre (FGF-19 y FGF-21).

La administracion de DHA a pacientes con infeccion por VIH-1
disminuye los niveles circulantes de hsPCR y de ARA sin observarse
efecto sobre el resto de marcadores de inflamacion.

La administracibon de DHA a pacientes con infeccion por VIH-1 en
tratamiento antirretroviral mejora el grado de lipodistrofia percibido
subjetivamente por los pacientes, pero no mejora los parametros de la
DXA.

La administracibn de DHA a pacientes con infeccién por VIH-1 en
tratamiento antirretroviral no altera los marcadores de adipogénesis en
tejido adiposo subcutaneo.

La administracion de DHA a pacientes con infeccion por VIH-1 en
tratamiento antirretroviral disminuye la expresion de los marcadores de
inflamacion TNF y MCP-1 en el tejido adiposo subcutaneo.

La administracion de DHA a pacientes con infeccion por VIH-1 en
tratamiento antirretroviral evita un descenso en los niveles de DNA

mitocondrial en tejido adiposo subcutaneo.
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