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ABREVIATURAS

1,250H vitamina D: Dihidroxivitamina D

250H vitamina D: Hidroxicolecalciferol

ARN: Acido ribonucleico

BMD: Bone Mineral Density

BMPs: Bone morphogenic proteins

BMSc: Células estromales medulares

BMSi: Bone material strength index

Ca: Calcio

CaSR: Calcium sensing receptor

CCR5: Receptor 5 quimiocina cisteina-cisteina
CEIC: Comité Etico de Investigacion Clinica
CKD-EPI: Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration
CLIA: Quimioluminiscencia

CMH: Célula madre hematopoyética

CMV: Citomegalovirus

COBI: cobicistat

CPOC: Célula precursora de los osteoclastos

CTLA-4: Cytotoxic T-lymphocyte-associated-protein 4. Proteina de superficie de
los linfocitos T que regula negativamente el proceso de coestimulacion entre

células presentadoras de antigenos y las células T
CTX: Telopéptido carboxiterminal del colageno

DcR3: Decoy receptor 3. Perteneciente a la superfamilia de receptores TNF.

Actua como receptor sefiuelo, e inhibe la apoptosis inducida por Fas ligando.

DCs: Células dendriticas



DE: Desviacion estandard

Dkk-1: Dickkopf-related protein 1

DMO: Densidad mineral 6sea

DMP-1: Dentin matrix acidic phosphoprotein-1
DPD: Deoxipiridolina

DXA: Densitometria

EFV: Efavirenz

eGFR: Estimulated glomerular filtration rate

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay: 'ensayo por inmunoabsorcion

ligado a enzimas'

EVG: Elvitegravir

FAOQO: Fosfatasa alcalina 6sea

FARTS5D: Fosfatasa acida resistente al tartrato 5b
FG: Filtrado glomerular

Fib-4 score: Score de fibrosis hepatica

FoxP3: Factor forkhead box P3. Determinante del desarrollo y la funcion de las

células T reguladoras

FPV: Fosamprenavir

FTC: Emtricibina

FZD: Frizzled

GC: Glucocorticoides

GM-CSF: Factor estimulador de colonias granulocitos-macréfagos

Gnas: Guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha stimulating activity

polypeptide 1

Got2: Glutamic oxaloacetic transaminase 2
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GRANMO: Calculadora de Grandaria Mostral

HAART: Highly active antiretroviral therapy

HIV: Human Immunodeficiency Virus

IDI: Distancia de indentacion

IFN: Interferon

IGF-1: Insuline-like growth factor 1

IL: Interleuquina

IMC: indice de masa corporal

IMIM: Institut Hospital del Mar d'Investigacions Mediques
INI: Inhibidores de la transcriptasa inversa

IPs: Inhibidores de la proteasa

IQR: Rango intercuartil

ISCD: International society for clinical densitometry
LRP5/6 receptor: Low density lipoprotein receptor-related protein 5/6
Ls-BMD: Lumbar spine bone mineral density

LTNP: Long term non progressors. Progresores lentos
MCP-1: Monocyte chemotactic protein 1

MCSF: Macrophag colony stimulating factor

MicroSv: Microsievert, unidad de radiacion

MRP: Multidrug resistance protein

MSCs: Células mesenquimales

MyoD: Myogenic differentiation protein

N: Newtons
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NFATcl: Nuclear factor of activated T cells cytoplasmatic 1: induce la

transcripcion de genes implicados en la diferenciacion de los osteoclastos.
NHANES: National Health and Nutrition Examination Survey
NK: Natural killers

NNRTis: Inhibidores no nucledsidos de la transcriptasa inversa
NRTIs: Inhibidores nucleosidos de la transcriptasa inversa
NTX: Telopéptido aminoterminal del colageno

OAT: Organic anion transport

OB: Osteoblastos

OC: Osteoclastos

OMS: Organizacién mundial de la salud

OPG: Osteoprotegerina

P: Fosforo

P1CP: Propéptido C-terminal del procolageno tipo |

P1NP: Propéptido aminoterminal del procolageno tipo |
PCR: Proteina C reactiva

PGE-2: Prostaglandina E2

PPAR-y. Peroxisome proliferator-activated receptor gamma
PreP: Profilaxis preexposicion

PSMar: Parc de Salut Mar

PTH: Hormona paratiroidea

PYD: Piridolina

RANK/RANKL: Receptor activator of nuclear factor k3 y ligando
RMN: Resonancia magnética nuclear

RPV: Rilpivirina
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RTis: Inhibidores de la transcriptasa inversa
RTV: Ritonavir

RUNX2: Runt-related transcription factor 2. Factor de trasncripcion esencial para
la diferenciacion de los osteoblastos, la produccién de matriz y la mineralizacién

durante la formacion oOsea.

RX: Radiografia

SFRPs: Frizzled related proteins

SIDA: Sindrome de inmunodeficiencia adquirida
SIV: Simian immunodeficiency virus

Snord23: Small nucleolar RNA, C/D Box23
SOST: Esclerostina

SOX9: Sex determining regionY-box 9

SQV: Saquinavir

STAT-6: Signal transducer and activator of transcription-6. Esta proteina juega

un papel central en el ejercicio de las respuestas bioldégicas mediadas por IL4
STNF-R: Receptor soluble TNF

TAC: Tomografia axial computarizada

TAF: Tenofovir alafenamida

TAR: Tratamiento antiretroviral

TARGA: Tratamiento antiretroviral de gran actividad

TBS: Trabecular bone score

TDF: Tenofovir disoproxil fumarato

TFV: Tenofovir

TGF: Transforming growth factor

Th: Células T helper
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thBMD: Total hip bone mineral density
TNF: Tumoral necrosis factor

TRAF-6: TNF receptor-associated factor 6. Componente esencial de la
sefalizacion RANK/RANKL en la formacion de los osteoclastos

TSH: Thyroid stimulating hormone

VIH: Virus inmunodeficiencia humana
VSG: Velocidad de sedimentacion globular
W: Week

Whnt: Via sefializacion Wnt, término proviniente de la union del nombre del gen
wingless (WG) de la Drosophila y su homélogo Int-1 (integration 1) de los

mamiferos
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Resumen

Existe un envejecimiento poblacional de la comunidad afecta de VIH lo que
implica que se diagnostiquen enfermedades relacionadas con la edad, tales
como la osteoporosis.

La activacion del sistema inmune que conlleva el VIH generaria un
desacoplamiento entre la osteogénesis y la osteoclastogénesis favoreciendo asi
el dafio Oseo, pero este mecanismo parece insuficiente, por lo que
probablemente, también participan en esta afectacion ésea tanto el mismo virus
como el TAR. Por otro lado, el aumento de la prevalencia de osteoporosis y el
riesgo de fractura no se correlacionan con los resultados de la DXA y escalas de
medicién aplicables en la poblacion general, no son extrapolables a los pacientes
con infeccion por VIH. Esto plantea, por lo tanto un problema a la hora de

asesorar a este grupo de pacientes en relacion a su salud 6sea.

Nuestra hipétesis es que la densidad mineral 6sea medida por DXA es
insuficiente para valorar la calidad 6sea de dichos pacientes y, por tanto, la
necesidad de intervencion, por lo que se precisan de otras herramientas que
ayuden en el asesoramiento del estado del hueso. Consideramos que siendo la
microindentacion un sistema directo de la calidad 6sea, se trataria de una
herramienta a utilizar en el medio clinico, juntamente con marcadores de

inflamacion, en la valoracion de la salud 6sea. Por lo tanto, creemos que:

- La DMO no es suficiente para evaluar la evolucion final de la resistencia 6sea

tras el inicio de tratamiento antiretroviral.

-Existe una estrecha relacién entre la calidad tisular 6sea y el estado inflamatorio

imprimido por la infeccién por VIH.

-El estado inflamatorio previo al inicio de tratamiento antiretroviral, influye en la

evolucion de los diferentes componentes de la resistencia 6sea.

Para evaluar lo anteriormente expuesto, se ha comparado el estado 6seo pre y
post inicio del tratamiento antiretroviral (TAR) asi como las diferencias existentes
entre estos pacientes y aquellos no VIH, tanto en estado basal como en situacién
de TAR.
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Asimismo, se han utilizado diferentes parametros tanto analiticos, como de
imagen para la evaluacion Osea, a la par de una técnica novedosa como la

microindentacion.

De todo ello se desprende que, evidentemente, la situacion inflamatoria derivada
de la infeccién por VIH produce alteracién 6seay que, a pesar de que la medicién
de DXA y TBS empeoran tras inicio de TAR, probablemente la mejoria del
estatus inflamatorio cambia las condiciones ambientales a nivel de hueso,
permitiendo una mejoria en la calidad del tejido 6seo, que se traduce en una

mejoria del BMSi o microindentacion.
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Abstract

The HIV community is aging, which implies that age-related diseases are

diagnosed, such as osteoporosis.

The activation of the immune system associated to HIV would generate a
decoupling between osteogenesis and osteoclastogenesis, thus favoring bone
damage, but this mechanism seems not enough, so probably, both the same
virus and HAART are also involved in this bone affectation. On the other hand,
the increase in the prevalence of osteoporosis and the risk of fracture do not
correlate with the results of DXA and the scales of measurement, applicable in
general population, are not extrapolated to patients with HIV infection. This
raises, therefore, a problem when advising this group of patients in relation to

their bone health.

Our hypothesis is that the bone mineral density measured by DXA is insufficient
to assess the bone quality of these patients and, therefore, the need for
intervention, so that other tools are needed to help in the assessment of bone
status. We consider that, as microindentation is a direct system of bone quality,
it would be a tool to be used in the clinical environment, together with markers of

inflammation, in the assessment of bone health. Therefore, we believe that:

- BMD is not enough to evaluate the final evolution of bone resistance after the

initiation of antiretroviral treatment.

-There is a close relationship between bone tissue quality and the inflammatory
state printed by HIV infection.

-Inflammatory state prior to the start of antiretroviral treatment, influences the

evolution of the different components of bone strength.

To evaluate the above, we compared the bone condition before and after the start
of antiretroviral treatment (ART), as well as the differences between these
patients and those without HIV, both at baseline and under ART.

Likewise, different analytical and imaging parameters have been used for bone
evaluation, along with a novel technique such as microindentation. From all this

it follows that, evidently, the inflammatory situation derived from HIV infection
23



produces bone alteration and that, although the measurement of DXA and TBS
worse after initiation of ART, probably the improvement of the inflammatory status
changes the environmental conditions at bone, allowing an improvement in the
quality of the bone tissue, which results in an improvement of BMSi or

microindentation.
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| INTRODUCCION

En los Ultimos afios, el inicio del tratamiento antiretroviral de gran actividad
(TARGA) ha mejorado progresivamente la supervivencia de los pacientes
infectados por VIH, pero ello ha conllevado un aumento de comorbilidades
relacionadas con la edad, tales como enfermedad cardiovascular, neoplasica o
metabdlica (1). Este incremento de longevidad se prevé que prosiga en los
préximos afios, asi, cohortes como la holandesa (ATHENA) estiman que para
2030 la media de edad de los pacientes VIH pasara de 43.9 a 56.6 afios (2).

De las patologias emergentes en estos pacientes, la enfermedad 0sea tiene un
papel relevante tanto en forma de osteopenia como de osteoporosis, que se
refleja en un aumento del riesgo de fracturas (3); se estima que en comparacion
a la poblacion general los pacientes VIH tienen 6.4 veces mas riesgo de
osteopenia, 3.7 mas de osteoporosis (4) y 1.7 de fracturas por fragilidad (5).

En los dos primeros afios desde el diagnostico de la infeccién por VIH hay una
pérdida de densidad mineral 6sea del 2 al 6%, comparable a la que sucede en

mujeres postmenopausicas, que posteriormente se estabiliza (6,7).

Las causas de este aumento de fragilidad ésea son mdultiples; por un lado, se
encuentra el efecto directo del virus sobre la homeostasis del sistema inmunitario
y su potencial contribucion a la pérdida 6sea, lo que se conoce como interfaz
inmunoesquelética (8). A ello se suma la inmunosenescencia, dado que el
paciente VIH presenta una serie de cambios, especialmente en las células T,
similar a los de la poblacion de edad avanzada, que va a afiadir carga al
envejecimiento fisioldgico. Por otro lado, se asocian otros factores especificos
relacionados con la condicion de VIH, tales como el tiempo de exposicion a la
enfermedad, el valor de CD4, la confeccion por hepatitis C y la exposicion a TAR;
ademas, esta poblacion presenta una mayor prevalencia de los factores de
riesgo clasico para osteoporosis, entre ellos, peor situacion socioecondémica y
nutricional, mayor tasa de consumo de toxicos (drogas ilegales, tabaco y enol),
menor indice de masa corporal, menores niveles de vitamina D y mayor riesgo

de hipogonadismo (9).
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La consecuencia de esta interrelacion hueso-sistema inmunitario mediado por la
infeccion VIH, lleva a un riesgo de fractura incrementado; asi, por ejemplo, en
poblacién espafiola VIH, el riesgo de fractura de cadera aumenta hasta 5 veces,
independientemente de los factores de riesgo clasico (10). Un hecho a destacar
es que deben valorarse qué factores propician este incremento de riesgo, dado
qgue su relacion con la DMO no acaba de ser concluyente en los diversos
estudios. Incluso en la poblacién general, aunque la densidad mineral 6sea vy el
riesgo de fractura tienen una relacion inversa muy estrecha, menos del 50% de
los pacientes con criterios de osteoporosis sufriran una fractura. Por lo tanto, la
DXA nos da una informacion limitada, poniendo de relieve que otros
componentes de calidad 6sea como la resistencia, la composicion o la
microarquitectura, que precisan de métodos invasivos para su obtencion,
también desempefian un papel importante. Recientemente, el uso de la
microindentacion ha permitido discriminar entre pacientes con y sin fracturas y
ha demostrado su utilidad en la deteccion de alteraciones de tejido 6seo en
situaciones en las que la DMO esta relativamente preservada a pesar de contar
con factores de riesgo para aumento de fractura por fragilidad, como en

pacientes con osteopenia, diabetes y en terapias por GC (11-13).

Por lo tanto, dado que los mecanismos por los que se establece el dafio 6seo
en los pacientes VIH no estan bien caracterizados, la microindentacion 0sea es
una herramienta para aplicar en esta poblacion, para explorar la calidad tisular

esquelética.

En conclusidn, es importante una correcta evaluacion de la salud 6sea de estos
pacientes de cara a la instauracion de estrategias preventivas. El conocimiento
de la fisiopatologia del dafio 6seo en los pacientes VIH nos debe permitir realizar
una vigilancia mas estrecha, dado que la complejidad de la misma hace que las
guias de practica clinica difieran de las de la poblacion no VIH y que incluso,
determinadas herramientas, Gtiles en la poblacién general, no sean validas para
estos pacientes porque infraestiman el riesgo de osteopenia, osteoporosis e

incluso de fractura.
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1-. Inmunosenescencia y estado proinflamatorio

El envejecimiento y la infeccion por VIH se han asociado a inmunosenescencia,
es decir, a un deterioro gradual del sistema inmune marcado especialmente por
la disfuncién de las células T, a través de un cambio en su estado de activacion
y su perfil secretorio hacia un aumento de moléculas proinflamatorias. Este
estado inflamatorio persistente, ha sido vinculado a un mayor riesgo de
morbilidad y posterior mortalidad, en pacientes con VIH, quienes experimentan
envejecimiento prematuro (14).

Conforme la poblacion envejece, el sistema inmune experimenta una serie de
cambios que son mas aparentes 0 al menos se conocen mas, en las células T.
Estos mismos cambios suceden en el sistema inmune de los pacientes VIH sin

tratamiento antiretroviral (15) Figura 1 . Entre estos cambios encontramos:

a) Disminucion del numero y la funcionalidad de las células madre
hematopoyéticas.

b) Involucion timica (16).

c) Disminucién de células T naive circulantes.
El fallo en la respuesta inmune adaptativa con la edad es una de las
mayores causas de morbimortalidad en el anciano. La produccion timica
de nuevas células T disminuye progresivamente y en este proceso
intervienen varios factores, entre ellos la infeccion viral (siendo el CMV el
mas comunmente asociado) y la atrofia timica, que puede ser debida al
efecto timosupresivo de citoquinas proinflamatorias como la IL-6 (17).
Después de los 50 afios, el pool de células T preexistentes naive y
memoria, de donde se forman practicamente todas las células T, se agota
progresivamente por pérdida del mecanismo homeostatico. En el caso de
los pacientes VIH se suma la pérdida de CDA4.
Ademas, recientes estudios sugieren que la ablacién timica en modelos
murinos y la pérdida de células T naive se traduce en una activacion de
los CD4 que se correlaciona con un aumento de la carga microbiana (por
aumento de translocacion bacteriana intestinal) en la periferia, 1o que
indicaria que se requiere la reposicion timica de células de forma continua,

para mantener una mucosa intestinal eficiente (18).
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d)

f)

Aumento de células T CD28" bien diferenciadas con potencial proliferativo
limitado (19,20).

Los CD28 tienden a regularse a la baja a medida que las células memoria
se diferencia a células efectoras, con un aumento de expresion de CD57,
que es un predictor de incompetencia inmune en pacientes VIH y afiosos.
CD28 son moléculas co-estimuladoras que permiten que las células T
generen una respuesta efectiva tras la presentacion de antigenos. La
poblacion de células CD28" resultante (con teldbmeros mas cortos y menor
capacidad de proliferar) compromete tanto la respuesta de células T como
B. En los pacientes VIH se ha comprobado que el aumento de poblacién
de CD8 es a expensas de células CD28 vy, a pesar de que el mecanismo
para la pérdida acelerada de expresion de CD28 en estos pacientes
todavia debe ser elucidado, parece que puede deberse a una
combinacion de diferenciacién acelerada inducida por antigenos y
prolongacion de la supervivencia por resistencia a la apoptosis, innata al
subgrupo de CDS8.

Aumento de los niveles de citoquinas proinflamatorias incluyendo IL-6 y
TNF-a (21).

El acimulo de CD8 en los pacientes VIH y en los pacientes de edad
avanzada, sugiere que la activacion de estas células probablemente
contribuye con mediadores inflamatorios. Las células de la inmunidad
innata (monocitos, células dendriticas, natural killers), se activan por
particulas VIH infecciosas y no infecciosas y secretan citoquinas
inflamatorias (TNF-q, IL-6, IL-13) que causan dafio celular de una manera
similar a la que lo hace el envejecimiento. Hay estudios recientes en los
qgue el aumento periférico de células proinflamatorias Th17 y el descenso
de células T reguladoras antinflamatorias, se asocian a enfermedad
coronaria aguda y ateroesclerosis (22).

Disminucion de la ratio CD4/CD8

En los modelos murinos de ablacion timica en los que la pérdida de
células T naive se traduce en alteracion del microbioma intestinal, se

observa que la disminucion de CD4 es mayor que la de CDS;
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Probablemente debido a una expansion de CD8 como respuesta a la
deplecion de CD4 a nivel periférico y tisular (23).

Viral replication Circulating antigen

Antigen Antigen

Clonal
expansion
B

Loss of CD28 on
T cells
Inability to Shortening of
control
mucosal
dysregulation T cells
rm»mic dys-l'unclmlity]
! m’:’ —— End-stage senescent
— Tcells
Figura 1-. Modelo de envejecimiento acelerado en la infeccion por VIH . La replicacion viral resulta en la liberacion

de viriones (VIH infeccioso y no infeccioso) a la circulacion. La replicacion residual persistente, activa las células inmunes
a pesar del TAR. La translocacion microbiana se suma a la carga antigénica. La pérdida de la funcion timica altera la
homeostasis de las células T. La activacion inmune debida a la exposicién de antigenos antimicrobianos circulantes es el
evento central en la via senescente. Las células activadas experimentan una expansion clonica en respuesta al antigeno
persistente, lo que resulta en diferenciacion y acumulacién de células senescentes en etapa terminal no funcionales. Las
células activadas liberan mediadores inflamatorios, causando una inflamaciéon éptima y subéptima asociada con
comorbilidades no definitorias de SIDA y envejecimiento prematuro. Referencia: Desai S, Landay A. Early immune
senescence in HIV disease. Curr HIV/AIDS Rep. 2010 Feb;7(1):4-10. doi: 10.1007/s11904-009-0038-4.  (21)
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2-. Interfaz inmunoesquelética

En condiciones fisiolégicas el sistema inmune actia protegiendo el esqueleto,
pero en aquellas circunstancias en las que hay una disrupcion inmune, como
ocurre en el caso de la infeccion por VIH, la inmunoactivacién promueve la
destruccion 6sea por estimulacion de la resorcibn mediada por osteoclastos.
Esta relacion entre el sistema inmune y el sistema esquelético es lo que se

denomina interfaz inmunoesquelética (24).

2.1-. Remodelado 6seo fisioldgico

El esqueleto es un sistema dindmico que se mantiene gracias a un equilibrio
entre la resorcion 6sea por parte de los osteoclastos (provenientes de células de
estirpe hematopoyética, monocitos y macréfagos) y la formacion de nuevo tejido
por parte de los osteoblastos (que son células derivadas de precursores
mesenquimales), todo ello regulado por factores sistémicos (hormonales) y
locales (06seo0s), asi como por interacciones celulares directas. Este equilibrio,
conocido como remodelado Gseo, es vital para que el esqueleto pueda ejercer
su funcién metabdlica y de sostén. Dado que la formacion y la resorcion 6sea no
se pueden dar a la vez sobre la misma superficie 0sea, parece que existe un
claro efecto contraregulador entre osteoclastos y osteoblastos (25). Asi en 2012,
por primera vez, el grupo de Takayanagi describe como la formacién 6sea por

osteoblastos inhibe a su vez la resorcion por parte de los osteoclastos (26).

El remodelado 6seo se da en los compartimentos de remodelado, con la
participacion de diferentes grupos celulares y en una secuencia de 4 fases
diferentes: inicialmente hay un reclutamiento de osteoclastos al lugar de
resorcion, donde labran una laguna de Howship a la que posteriormente acudiran
células de estirpe macrofagica para allanar dicha laguna y permitir la entrada de
los osteoblastos maduros que rellenan la cavidad de sustancia osteoide, la cual,

mas delante, se mineraliza para formar el hueso maduro (27).

Para entender el remodelado, en el contexto de la interaccion inmuno-
esquelética, es importante conocer a todos los protagonistas de este proceso:

Figura 2
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Figura 2-. Mecanismo de pérdida 6sea a través de la interfaz inmunoesquelética , que funciona mediante
interacciones entre diferentes células del sistema inmune y células 6seas. Los subtipos de Th (Th1, Th2, Th17 y Th regs)
modulan la salud 6sea. Thl y Th2 secretan IFN-y e IL-4 respectivamente, que inhiben la osteoclastogénesis. Th reg
secretan posteriormente IL-10, CTLA4 (que puede unirse a CD80/CD86 en los precursores de los osteoclastos) que
promueven la apoptosis e inhiben la resorcién 6sea. Ademas, Th17 promueve la expresion de diferentes citoquinas
osteoclastogénicas (IL-1, IL-6, IL-17, TNF-a), que van a incentivar la osteoclastogénesis y, por tanto, la pérdida 6sea. Las
células B producen OPG; que bloguea la expresion de RANKL, principal responsable de la osteoclastogénesis. La
esclerostina, producida por osteocitos, inhibe el proceso de formacion 6sea por parte de los osteoblastos. Otras células
inmunes como macro6fagos, células dendriticas y monocitos secretan otras citoquinas proinflamatorias como TNF-q, IL-1
elL-6, provocando un aumento de la expresion y la diferenciacion de la osteoclastogénesis que incrementa la pérdida
Osea. Referencia -.Dar HY , Azam Z, Anupam R, Mondal RK, Srivastava RK. Osteoimm  unology: The Nexus between
bone and immune system. Front Biosci (Landmark Ed). 2018 Jan 1;23:464-492). (28)




2.1.1-. Células 6seas

A) Osteoclastos: son células multinucleadas que provienen de precursores

hematopoyéticos (estirpe monocitica-macrofagica) y cuya morfologia con bordes
festoneados disefiada para secretar y reabsorber diferentes moléculas en la
superficie 6sea, les permite desarrollar su funcion de resorcion (28).

La formacion de osteoclastos implica una diferenciacion de células precursoras
bajo la influencia de ciertas sefales, entre ellas RANKL y MCSF, que son
secretados por los preosteoblastos (29). Durante la diferenciaciéon y la
maduracion, los osteoclastos adquieren marcadores especificos y se fusionan

para dar lugar a células multinucleadas gigantes. Figura 3

OC maduro
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CMH nucleado o
; cPOC iy y.
'/._- j Diterenciaciin ——__ Fusion b -, Maduracion  / . .
®—@ &) — (®
. — “\ W/
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PU-1 TRAF-6 Integrina i3
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NFATc1 CatK
FCRy CAll
DAP12
DC-STAMP
Gab2
Figura 3-. Control molecular de la diferenciacion osteoclastica. CMH: célula madre hematopoyética. CPOC: célula
precursora de osteoclastos. OC: osteoclasto. Referencia: Arboleya L, Castafieda S. Osteoimmunology: the study of
the relationship between the immune system and bone tissue. Reumatol Clin. 2013 Sep-Oct;9(5):303-15). (27)

B) Osteoblastos: Derivados de células madres mesenquimales con capacidad

de diferenciacidon osteogénica. Estas células se diferencian a osteoblastos bajo
la expresion de dos factores de transcripcion RunX2 (30,31) y Osteotrix, cuya
expresion a su vez, es una respuesta a estimulos externos como: PTH, PGE-2,
IGF-1 (que tiene un papel destacado en el mantenimiento de la masa 6sea y
muscular, asi como en el envejecimiento), BMPs (pertenecientes a la
superfamilia de TGF-By actualmente los factores osteogénicos de mayor
relevancia) y proteinas de la via Wnt (28). Los osteoblastos forman clisters que

tapizan la superficie 0sea y son responsables de la secrecion de proteinas que
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forman la matriz 6sea. Finalmente, estas células pueden morir por apoptosis o

transformarse en osteocitos en la matriz calcificada (32). Figura 4
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Figura 4-. Sefiales moleculares que desempefian un papel clave en la diferenciacion y activacion osteoblastica.

MyoD: myogenic differentiation 1 protein; PPARYy: peroxisome proliferator-activated receptor gamma; Sox9: sex
determining region Y-box 9. Referencia: Arboleya L, Castafieda S. Osteoimmunology: the study of the relationship
between the immune system and bone tissue. Reumatol Clin. 2013 Sep-Oct;9(5):303-15). (27)

C) Osteocitos: son el grupo celular predominante en el compartimento 6seo, asi
como el mas longevo, derivado de los osteoblastos (33). Se comunican entre
ellas mediante una red de canaliculos, que permiten movilizar los recursos
necesarios para remodelar el hueso en respuesta a cambios mecénicos o
lesiones. Entre los productos que secretan los osteocitos encontramos: RANKL,
OPG, PGEZ2, 6xido nitrico, DMP-1 y la esclerostina que es un inhibidor de la via
Wnt (por medio de su unioén a los receptores LRP5) y por lo tanto inhibe la
formacién 6sea (34), hasta el punto que la sobreexpresion de la misma conlleva
una disminucion de la densidad mineral 6sea. En resumen, se trata de

osteoblastos diferenciados que conforman la matriz 6sea.

2.1.2-. Células sistema inmune

A) Células T: células clave en la respuesta inmune adaptativa, tienen la
capacidad de diferenciarse en diferentes subtipos Thl, Th2, Th reg o Thl7, en

funcidén de la presion de estimulos recibidos durante la fase de activacion. La

33



relacion de este grupo celular con el hueso ha quedado demostrada en diferentes
estudios; las células Th inactivadas suprimen la formacién de osteoclastos in vivo
e in vitro (35); en contraste, su activacion, en contexto de inflamacién, produce
un aumento de la produccion de RANKL y TNF-a, por lo que se promueve la
pérdida 6sea por aumento de la osteoclastogénesis (36). En contrapartida los
CD8 suprimen la osteoclastogénesis a través de varias proteinas como OPG
(37).

-Thl y Th2: la diferencia entre ambas depende del perfil de citoquinas
secretadas (38). Mientras que Th1l tienen una accion principal en la erradicacion
de patégenos intracelulares con ayuda de IL-2, IL-12, IFN-y y TNF-a, los Th2
estdn implicados en la eliminacion de microorganismos extracelulares,
infecciones parasitarias y condiciones alérgicas por medio de IL-4, IL-5, IL-6, IL-
9 e IL-13 (39). A su vez, ambos inhiben la formacién de osteoclastos mediante

IFN-y e IL-4 respectivamente (40).

-Th17: en circunstancias de activacion, bajo condiciones inflamatorias y en
presencia de TGF-B, las células T se diferencian a Th17 que secretan IL-17A, IL-
17F, IL-22, IL-26, ademas de cierta cantidad de IFN-y (41). En relacion con el
hueso, los Th17 promueven la osteoclastogénesis via IL-17, la cual induce, en

células estromales y osteoblastos, la produccion de RANK-L (42).

-Th reguladores : son células tanto CD4 como CD8 y ambos expresan FoxP3

que es determinante en el desarrollo y funcion de estas células (43, 44).

-Th reguladores CD4 : suprimen la osteoclastogénesis por contacto

célula-célula directo y por medio de citoquinas como TGF-§3 e IL-4 (45).

-Th reguladores CD8 : Probablemente el escaso conocimiento de este
subgrupo celular se debe a que solo representan del 0.2 al 2% del total de CD8,
pero se ha descubierto que las Th reg FoxP3 CD8, inducidas por osteoclastos,
suprimen tanto la actividad como la formacion de los osteoclastos (46). Por lo

tanto, existe una retroalimentacion entre osteoclastos y Th reg CD8.

- yO T cells : la mayor parte de las células T en circulacién expresan receptores

de cadenas aff (47), pero hay un subgrupo, que representa del 1 al 10% de las
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células circulantes, que expresa el heterodimero yd y que tienen una funcién
predominantemente innata (a diferencia de las aff que son principalmente
adaptativas). Expresan factores de crecimiento que se han demostrado criticos

en la curacion de fracturas esqueléticas (48).

B) Células B: diferenciadas desde las células madre hematopoyéticas de la
meédula ésea, regulan la osteoclastogénesis (49) bien a través de la expresion
de RANKL o DcR3 (50,51) o bien como consecuencia indirecta de la secrecion
de IL-7 (52), siendo ademas la mayor fuente de expresion de OPG en el medio
0seo, por lo que su ausencia incentiva la osteoclastogénesis (53). Su estrecha
relacion con células T tiene también un papel regulador variable sobre el hueso,
por un lado, su activacion por citoquinas Thl suprime la osteoclastogénesis,
pero, por el contrario, las citoquinas Th2, la promueven (54); en segundo lugar,
la cooperacion de ambas lineas celulares limita la reabsorciéon 6sea in vivo
mediante la regulacion de la secrecién de OPG por células de linea B a través
de la via coestimuladora CD40 / CD40L (55).

C)_Células Natural Killers:  Son células que estan implicadas en la eliminacién

tanto de células aberrantes como de aquellas infectadas por virus (56) y median
en el inicio y desarrollo de la respuesta inmune mediada por células Ty B a
través de la liberacion tanto de citoquinas como de factores de crecimiento. Su
accion sobre la osteoclastogénesis se debe, por un lado, a la expresion por parte
de las NK de MCSF y de RANKL (57), y por otro, al aumento del desarrollo,
maduracion y actividad de los osteoclastos inducido por el subtipo de células NK

invariantes (58).

D) Células dendriticas:  se trata fundamentalmente de células presentadoras de

antigenos, con un papel importante en el inicio y la regulacién de la inmunidad
mediada por células T. A pesar de su ausencia en el compartimento 6éseo,
regulan la pérdida 6sea en circunstancias inflamatorias, mediante la modulacién
de la actividad de las células T (59). Por otro lado, en modelos in vitro se ha visto
gue monocitos derivados de células dendriticas, bajo presencia de RANKL y
MCSF (60), se pueden diferenciar en osteoclatos. Finalmente, las células
dendriticas pueden conducir a la activacion y expansion de células Thl7,
secretoras de IL-17, que induce la osteoclastogénesis (61).
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E) Neutrdfilos : parte fundamenta de la inmunidad innata, en las situaciones de
dafio 6seo producen inflamacion masiva, asi como proteinas y lipidos (62).
Regulan las funciones de los osteoblastos (63) y son capaces de secretar

RANKL (64) lo que activa la resorcion 0sea.

F) Macrofagos : Células derivadas de la linea mieloide, cuyo papel es
fundamental en el mantenimiento de la homeostasis y la reparacion tisular.
Tienen la capacidad de formar células multinucleadas gigantes que bajo RANKL
se pueden diferenciar a osteoclastos (65). Ademas, forman entre el 10-15% del
tejido 6seo donde tienen influencia en el desarrollo, la homeostasis y reparacion
de éste (66).

2.1.3-. Citoquinas:

El remodelado éseo esta regulado estrechamente por una compleja trama de
hormonas, citoquinas e interacciones celulares directas, cuyo desequilibrio
conlleva un aumento o un descenso de masa 0sea. Las citoquinas son proteinas
cuya funcion es coordinar la respuesta del sistema inmunologico y lo hacen
actuando directamente sobre la proliferacion, diferenciacion y funcion de las
células implicadas: Figura 5

A) RANK/RANKL : miembro de la superfamilia de TNF, expresada por varios

tipos celulares (preosteoblastos y células T activadas, células B y osteocitos) y
cuya expresion es inducida en respuesta a varios factores como PTH, vitamina
D, prostaglandinas, ademas de citoquinas inflamatorias como TNF-a o IL-1. Su
accion principal es la diferenciacion de los osteoclastos y el estimulo de su
capacidad de resorcion 6sea mediante la unién a su receptor en los precursores
monociticos (67). Se sabe que este sistema estd bajo estricta regulacion de
estradiol y progesterona, lo que explica que el descenso de circulacion de
hormonas femeninas a partir de la menopausia induzca un aumento de la
sefalizacion de esta via y, por tanto, osteoporosis (68). Ademas, RANK/RANKL
participan en la maduracion y supervivencia de células del sistema inmune,

demostrando la estrecha relacién entre ambos sistemas (69).
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Cytokine | Source Effect on | Effect on immunity Function in bone Homeostasis
OCs
IL-1 Macrophage and DCs ocCt Pro-inflammation Directly activates RANK signaling to
promote osteoclastogenesis
IL-3 Activated OB1t Blocks RANKL induced osteoclast Inhibits osteoclastogenesis
T cells
IL-4 Th2 0oC| Humoral Immunity Inhibits osteoclastogenesis
IL-6 Macrophage, DCs ocCt Pro-inflammation, Activation of osteoclastogenesis
Th17 induction
IL-7 BMSC oCt Promotion of T/B cell development B cell development
IL-10 Treg [0, o] Anti-inflammation Suppress bone resorption
IL-17 T cells ocCt Pro-inflammatory cytokine RANKL expression and vigorous
pro-inflammatory potency
IL-18 Macrophage oC| Th1 differentiation, Inhibits TNF-a mediated osteoclast
IFN-y Induction formation in a T cell independent manner
IL-23 Macrophage and DCs oct Th17 induction Indirect osteoclast activation
IL-27 Macrophage and DCs oc| Thiand Tregt; Inhibits osteoclast formation, blocking
Th17 induction RANK dependent osteoclastogenesis
GM-CSF | Thi 0oC| Pro-inflammation Inhibits osteoclastogenesis
IFN- ¢ Th1, NK cells oC) Cellular immunity Inhibits osteoclastogenesis
OPG Osteoclasts oc| Decoy receptor for RANKL Inhibits osteoclastogenesis
RANK Osteoclasts, DCs oct DCs activation Osteoclast differentiation and activation
RANKL Osteoblast, Th cells oCt DCs maturation and osteoclast Direct osteoclast activation through RANK
differentiation
TNF-a Th17, Macrophage DCs | OCt Pro-inflammatory cytokine Indirect osteoclastic activation through
RANKL
TGF-B Multiple cell lines ocCt Blocks activation of lymphocytes and | Indirect osteoclast activation,
monocytes derived phagocytosis Inhibits osteoblast differentiation
Figura 5-. Papel de las citoquinas en la osteoinmunologia. IL: interleuquina; OC: osteoclasto; OB: osteoblasto; DCs:

células dendriticas; BMSC: células estromales de médula 6sea; GM-CSF: factor estimulador de colonias granulocitos-
macrofagos; RANK/RANKL: receptor asctivador del factor NF-kB/ligando del RANK; Referencia: Dar HY, Azam Z, Anupam
R, Mondal RK, Srivastava RK. Osteoimmunology: The Nexus between bone and immune system. Front Biosci (Landmark Ed). 2018
Jan 1;23:464-492). (28)

B) OPG: glicoproteina perteneciente a la superfamilia de receptores TNF;
producida por células madre mesenquimales es responsable de la supresion de
la osteoclastogénesis y su expresion viene regulada principalmente por
estrogenos (70). Se produce como un receptor sefiuelo que evita la interaccion
entre RANKL y su receptor RANK, interaccién necesaria para el desarrollo de
osteoclastos funcionalmente activos (71).

C) TNE-a: citoquina producida por monocitos, macréfagos, células dendriticas y
linfocitos T. Su accién en las enfermedades 6seas inflamatorias es primordial en
la destruccion de hueso, dado que facilita el reclutamiento de los osteoclastos e
inhibe la diferenciacién de los osteoblastos (72), ademas promueve la actividad
de RANKL (73).
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D) IEN-y: Se trata de una citoquina secretada por células NK, Thl y células T
citotoxicas CD8* (74). Tiene un papel dual en la osteoclastogénesis, con una
accion directa sobre la inhibicion y otra indirecta sobre la estimulacion, que es

dependiente de las concentraciones de citoquinas en el medio (75, 76).

E) MCS-F: factor estimulador de colonias de macrofagos. Junto con RANKL,
regula la proliferacion y la diferenciacién de los osteoclastos (77). Formado por
los osteoblastos de la médula ésea, tiene accion directa sobre los precursores

de los osteoclastos, actuando como factor de supervivencia para estos (78).

F) Interleuquinas:

IL-1B: la familia de la IL-1 incluye varios miembros y son varios los trabajos que
sefalan su papel en la induccion de la resorcion 0sea y la osteoporosis, mediante
(79):

-el aumento de expresion de RANKL (80), teniendo un papel importante en la

osteoclastogénesis,
-la regulacion de la produccion de OPG (81),

-la mediacion de la diferenciacibn de monocitos a osteoclastos, tras la

estimulacién por RANKL y vitamina D (82),
-el aumento de sintesis de PG en el hueso (83),

-la estimulacién de la actividad de los osteoclastos a través del aumento de la

produccion de M-CSF y la inhibicion de la apoptosis de los mismos (81),

-la inhibicién de la actividad de los osteoblastos por diferentes mecanismos, entre
ellos el aumento de Dkk1 y de esclerostina (84).

IL-3: esta citoquina, secretada por células T activadas (85) es un potente
inhibidor de la osteoclastogénesis e inhibe la formacion y la resorcion Gseas (86)
inducidas por RANKL y TNF-a. Ademas in vitro, IL-3 aumenta la diferenciacion

de los osteoblastos y la mineralizacion de la matriz 6seas (87).

IL-4: citoquina reguladora de la inmunidad, secretada por células Th2; inhibe la

habilidad de células de linaje macrofagico de producir algunas citoquinas
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inflamatorias tales como IL-1, TNF-a o IL-6 (88). Por otro lado, es un potente
inhibidor in vivo e in vitro de la osteoclastogénesis mediante la produccion de
OPG através de la activacion de STAT-6 (89).

IL-6: esta citoquina, producida por macrofagos, monocitos, células endoteliales
y células T y B, no solo inicia y aumenta la inflamacién, sino que ademas estimula
la resorcién desarrollando progenitores osteoclasticos (90), modulando la
actividad de RANKL e induciendo varios factores, entre ellos IL-1 y TNF-a (91).
Asimismo, la concentracion sérica de IL-6 se correlaciona negativamente con la
DMO (92).

IL-7: producida por células estromales y osteoblastos, incentiva la
osteoclastogénesis por induccion de la produccién, por parte de células T, de
RANKL y TNF-a (93). Asimismo, el aumento de produccién de IL-7 inducida por
IL-1a y TNF-a también produce pérdida 6ésea por dos mecanismos, la produccion
por parte de células T activadas de RANKL y la mejora en la expansion de Th17
productoras de IL-17 (94).

IL-8: regulador autocrino de la osteoclastogénesis via induccién de RANKL (95).
In vitro, el uso de anticuerpos contra la IL-8 inhibe la osteoclastogénesis (6).

IL-10: se trata de una citoquina que suprime las respuestas inflamatoria e
inmunoproliferativa (97), capaz de modular maltiples células y otras citoquinas
(98, 99). En relacion con el esqueleto, es un factor regulador de la homeostasis
del hueso, tanto en condiciones normales como en condiciones inflamatorias
(100) y su papel fundamentalmente es de inhibicion de la osteoclastogénesis. A
pesar de ello, parece que en mujeres postmenopausicas con osteoporosis las
concentraciones de determinados haplotipos de IL-10 son mayores que en
aguellas con DMO dentro de la normalidad (101), probablemente debido a la
inhibicion de la formacion de osteoclastos, por intervencion directa sobre OPG
(102), RANKL y NFATc1 (103). Estos resultados dan idea de la complejidad del
sistema de las citoquinas.

IL-17: producida por el subtipo de CD4 Th1l7. La familia incluye al menos 6
isoformas (de la A a la F) (104). Tiene una potente actividad inflamatoria, de

forma que puede inducir una amplia variedad de citoquinas en diferentes tipos
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celulares implicados en el dafio tisular (105). Sobre la osteoclastogénesis, a
pesar de tener un papel controvertido, (106) parece que su accion es dosis-
dependiente, de tal manera que a bajas concentraciones estimula la
diferenciacion y actividad de los osteoclastos, pero en cambio, dosis mas
elevadas pueden causar el efecto contrario. Algunos autores apuntan a un efecto
sinérgico entre IL-17A y RANKL en la promocion de la formacion de los
osteoclastos, alegando que ambos estimulan la maduracién de los mismos
(107),yasuvez, IL-17 induce PGE2 que da lugar a la produccion de RANKL por

parte de los osteoblastos (108).

(b)

TER

Degradeél B catenin

Stabilized B catenin

J Formation ~ 4 Resorption 4Formation  { Resorption

Figura 6-. Receptores para los ligandos Wnt y sus inhibidores endégenos: (a) Cuando la estequiometria de los Wnt
vs esclerostina/Dkk1 favorece a los inhibidores, Dkk1 y la esclerostina se unen LRP5/6, evitando la unién de Wnt y
reclutando Kremen o LRP4, respectivamente, lo que lleva a su internalizacion y la eliminacion de LRP5/6 de la superficie
celular; en estas circunstancias, la sefializacién Wnt no se activa, lo que lleva a la degradacién de la b-catenina y por
tanto hay una baja formacién de hueso y una alta resorcién dsea. (b) Cuando la estequiometria de Wnt frente a
esclerostina/Dkk1 favorece a Wnt, previene la union de los inhibidores y permite la unién de Wnt y el reclutamiento de
receptores Frizzled (Fzd) a LRP5/6; la sefializacion Wnt se activa, estabilizando la catenina b para permitir su
translocacioén al nacleo y la activacion de los genes diana para aumentar la formacion 6sea y disminuir la reabsorcion
O6sea. Referencia: Baron R, Gori F. Targeting WNT signaling in the treatment of osteoporosis. Curr Opin
Pharmacol. 2018 Jun;40:134-141. (112)

G) Proteinas de la via Wnt (Wingless and Int-1):  Son una familia formada por

una serie de ligandos con un papel 6seo fundamentalmente anabdlico,

participando en la diferenciacion de los osteoblastos y, por lo tanto, en el
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desarrollo normal del hueso y del cartilago. Su union, en las células
mesenquimales, a receptores tales como Frizzled y LRP5/6 (low density
lipoprotein receptor-related protein 5/6) (109), produce la activacion vy
translocacion nuclear de beta catenina, lo que a su vez induce la transcripcion
de genes implicados en la diferenciacion de los osteoblastos (110). Ademas, Wnt
actia sobre BMP, RANKL y OPG, por tanto también influye en la diferenciacién
y funcion de los osteoclastos. En aquellas circunstancias en las que predominan
los antagonistas de esta via, como Dkk1 y esclerostina, la sefializacion Wnt no
se activa, lo que lleva a la degradacion de la b-catenina y por tanto hay una baja

formacién de hueso y una alta resorcion 6sea (111,112).

2.1.4-. Osteoclastogénesis y eje RANK-RANKL-OPG

En los ultimos afios se han ido descubriendo mediadores que regulan la actividad
de estas células, tales como la osteoprotegerina (OPG) (113), que es un potente
inhibidor de la diferenciacion de los osteoclastos y el ligando OPG (OPGL), mas
conocido como RANKL (receptor activator of nuclear factor-kB (RANK)). RANKL
se describe por primera vez como una citoquina derivada de células T que media
en la proliferacién de las mismas y en la funcion de las células dendriticas.
Ademas de su papel inmune, se considera a RANKL como una citoquina clave
para la formacion y la actividad de los osteoclastos. En presencia de
concentraciones permisivas de M-CSF (114), RANKL se une a su receptor (115)
en los precursores de los osteoclastos permitiendo su diferenciacion. Como
quiera que OPG es un receptor sefiuelo para RANKL, la ratio OPG/RANKL es
un factor determinante para la diferenciacion de los osteoclastos y la resorcion
Osea. Los osteoblastos y sus precursores son las principales células en la
produccion de OPG y RANKL, aungue no las Unicas, (116), dado que parece que
los linfocitos B también secretan OPG y mantienen, in vivo, la homeostasis 0sea.
Asimismo, los osteocitos son fuente de esclerostina, un antagonista de la via Wnt

(117) que, por lo tanto, disminuye la formacion 6sea. Figura 7
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Figura 7-. Papel’aé RANK-KANRL*OPG en 1a'tofmacion TisiGlogica te 10s dsteocliastos. - Los precursores de los
osteoclastos derivados de células de linaje monocitico, expresan RANK, receptor de RANKL. En presencia de
concentraciones permisivas de M-CSF, RANKL promueve la diferenciacion de los monocitos a pre-osteoclastos que se
fusionan en células multinucleadas. OPG, es un receptor sefiuelo de RANKL y modera su actividad. Los osteoblastos
derivan de células mesenquimales (MSCs) que se diferencian a progenitores pluripotentes, a menudo referidos como
células estromales medulares (BMSCs). Bajo las condiciones apropiadas, las BMSCs se diferencian en osteoblastos
capaces de sintetizar y mineralizar la matriz 6sea. Ambas, BMSCs y osteoblastos, se consideran la mayor fuente de
RANKL y OPG. Algunos osteoblastos pueden diferenciarse posteriormente en osteocitos que permanecen encapsulados
en el hueso sensando el microambiente y secretando factores que regulan la remodelacion ésea como RANKL vy la
esclerostina (factor inhibidor de la formacion 6sea). Referencia: Weitzmann MN, Ofotokun. Physiological and
pathophysiological bone turnover - role of the immune system. Nat Rev Endocrinol. 2016 Sep;12(9):518-32. (8)

2.1.5-. Papel de las células T y B en el remodelado 6seo

Los linfocitos T, piedra angular de la respuesta adaptativa, regulan, mediante
secrecion de factores, la funcién de las células presentadoras de antigenos y la
inmunidad humoral. Estas células son, ademas, productoras de CD40, que al
unirse a su receptor en las células B, permite, por parte de los ultimos, la
produccion de OPG, por lo que el correcto funcionamiento entre células By T
permite regular la ratio basal de RANKL/OPG. Ademas de CD40, participan en
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este proceso otras moléculas activadoras de los linfocitos T, como CD28 cuyos
ligandos CD80 y CD86 (que pueden ser expresados por los monocitos como
células presentadoras de antigenos) son inhibidos por medio de CTLA4 (118), lo
gue, in vitro, inhibe la formacién de osteoclastos. Por lo tanto, queda demostrado
gue tanto las células B como las T moderan de forma fisiolégica la resorciéon 6sea
mediante la regulacion de la ratio RANKL/OPG y por efecto directo de CTLA4 en
los precursores de los osteoclastos. Figura 8

CDB0/CD86 @Msc

Monocyte

(osteoclast 1
precursor)

Preosteoclast

Osteoclast

Figura 8-. Papel de la interfaz inmunoesguelética en la formacion fisiol6gica de los osteoclastos . Bajo condiciones
fisiolégicas las células B, reguladas por interacciones coestimuladoras con las células T, suplementan los niveles de
OPG en la médula 6sea. OPG, producida por diferentes fuentes, modera y estabiliza el remodelado. Algunas
subpoblaciones de células T reg, secretan CTLA4, que se une a CD80/CD86 en los precursores de los osteoclastos,
promoviendo la apoptosis y disminuyendo la resorcion. Referencia: Weitzmann MN, Ofotokun. Physiological and
pathophysiological bone turnover - role of the immune system. Nat Rev Endocrinol. 2016 Sep;12(9):518-32. (8)
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3-. Turnover 6seo patoldogico.

3.1-. Disrupcién inmune y pérdida 0sea en la infeccion por VIH

Los estudios sugieren que el VIH tiene efectos directos e indirectos sobre los
osteoblastos, los osteoclastos y la regulacion entre ambos (119). De hecho, estos
estudios demuestran que las proteinas virales tienen un efecto inhibitorio sobre
los osteoblastos: disminuyen la funcionalidad y la diferenciacion de estos y
aumentan la apoptosis (120). Asimismo, estas proteinas aumentan la actividad
de los osteoclastos (121).

La infeccion por VIH comporta un descenso de CD4 y una pérdida en la
funcionalidad de los linfocitos. En modelos murinos transgénicos (122), se ha
visto que la estructura 6sea y la densidad mineral ésea estan marcadamente
reducidas por resorcion y aumento de la ratio RANKL/OPG. En estudios llevados
a cabo en humanos infectados por VIH, parece que la produccién de OPG por
parte de células B esta disminuida y hay un marcado aumento de RANKL (123)
viéndose en los pacientes una clara relacion con un descenso de la DMO. Esto
demuestra que hay un respaldo inmunoldgico que probablemente contribuye a

la pérdida 6sea. Figura 9

3.2-. Papel del tratamiento antiretroviral en el dafi o éseo

A pesar de la indicacion de TAR en todos los pacientes VIH y la mejoria de
determinadas enfermedades secundarias a la introduccion del mismo, el hueso
presenta paradéjicamente un deterioro continuo y en algunos casos, incluso una
exacerbacion de dicho empeoramiento. Dado que esta pérdida Gsea acontece,
en mayor o menor medida, practicamente con todos los farmacos (entre el 2-6%
durante los primeros dos afios), la evidencia sugiere que un importante
componente de la pérdida 6sea es independiente del TAR (124, 125). Se piensa
gue la repoblacién/reactivacion de células T que sigue al inicio del TAR, genera
un estado proinflamatorio que favorece la pérdida osteoclastica de hueso. Estos
linfocitos T activados producen diferentes tipos de citoquinas osteoclastogénicas
como RANKL o TNF-a, que como hemos dicho, es una citoquina que promueve

la expresion de RANKL por parte de los osteoblastos y tiene una accion sinérgica
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con RANKL para amplificar el proceso de resorcion. Diferentes estudios
demuestran que dicha activacion de linfocitos T tras el inicio de TAR produce un

aumento en la resorcion ésea, un descenso de DMO y una alteracion en la

microarquitectura cortical y trabecular (126). Figura 9

1 .
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Figura 9-. Pérdida 6sea asociada a infeccion VIH e iniciada por TAR . La inmunodeficiencia caracteristica del VIH
produce dafio y delecciéon de las células T y B, que en las células B, reduce la produccion de OPG y aumenta la
produccion de RANKL. A su vez, la ratio RANKL/OPG esta aumentada y resulta en pérdida 6sea. La activacion y
repoblacién de células T que sigue al inicio del TAR, lleva a la secrecién de citoquinas osteoclastogénicas, incluyendo
RANKL y TNF por parte tanto de células T como de otros componentes inmunes como células B y macréfagos. La
secrecion de estos factores aumenta la pérdida 6sea, mas alla de la inducida por el disbalance de la ratio RANKL/ OPG
en las células B causada por la infeccion VIH. Referencia: Weitzmann MN, Ofotokun. Physiological a nd
pathophysiological bone turnover - role of the immune system. Nat Rev Endocrinol. 2016 Sep;12(9):518-32. 8)

En los ultimos afios los tratamientos actuales se toleran mejor, debido a un
descenso de sus efectos adversos. Ademas, el aumento de la longevidad de
estos pacientes ha propiciado un mayor tiempo de exposicion al TAR, sin que se
tengan muy claros los efectos a largo plazo de las potenciales toxicidades

acumuladas.
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Hay una evidencia cada vez mayor de que la pérdida 6sea asociada al VIH
empeora de forma paradojica con el TAR (4). El efecto es universal en todas las
familias de antiretrovirales, pero la magnitud en el descenso de la DMO puede
variar dependiendo del régimen farmacologico. La mayoria de esta pérdida de
masa 0sea ocurre durante los primeros 1-2 afios tras el inicio del TAR con una

posterior estabilizacion.

3.2.1-. Inhibidores de la transcriptasa inversa (RTIs)
3.2.1.1-. Nucleosidos (NRTIs): tenofovir disoproxil fumarato

Tenofovir disoproxil fumarato es uno de los NRTIs que se ha relacionado con
mayor pérdida de DMO en pacientes VIH, con un 1-3% mas que otros farmacos
de la misma familia y este efecto también se ha observado en poblacion no VIH
sometida a TDF como tratamiento pre-exposicion o bien como tratamiento para
la hepatitis B, lo que confirma este efecto deletéreo del farmaco mas alla de lo
que se puede atribuir al virus o a la activacion inmune (127). Algunas de las
hipotesis apuntan a que la toxicidad 6ésea de TDF se debe a que el dafio directo
sobre el tubulo renal (figura 10A) produce una hipofosfatemia que se traduce en
un aumento de paratohormona (PTH) que favorece directamente la resorcidon
O0sea, demostrandose en algunos estudios la hiperfosfaturia como factor de
riesgo independiente para el descenso de DMO (128). Ademas del dafio de la
funcién renal, se produce un defecto en la 1 alfa hidroxilaciéon que es clave para
la produccion de la forma activa de vitamina D, la 1.25 OH vitamina D (9). Mas
all4 de los efectos renales, algunos estudios in vitro sugieren que la exposicion
de los osteoblastos a TDF produce una disregulacion genética de los mismos
que se traduce en una disminucion del crecimiento, la actividad y la
diferenciacion de los mismos (129). Al propio efecto del TDF por si mismo, hay
que afiadir la sinergia de otros farmacos; asi parece que la biodisponibilidad de
TDF aumenta entre un 22 y un 37% con rilpivirina (RPV), inhibidores de la
proteasa (IPs) y cobicistat (COBI), por lo que aumentaria el efecto deletéreo de
TDF sobre el hueso en regimenes que contengan esta combinacion, asi como

aguellos en los que se precise su administracion con comidas, especialmente,
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aguellas mas grasas, dado que aumentan la biodisponibilidad de TDF hasta un
40% (130).

Ademas del descenso de DMO algunos estudios relacionan TDF con un aumento
en el riesgo de fractura (131), pero esta relacion clinica no queda del todo clara,
dado que las cohortes estudiadas tienen un tiempo de exposicion corto, una n
pequefia en cuanto a fracturas y ademas hay un déficit de datos en los mismos
en relacién a la informacion de fracturas por fragilidad.

Recientemente se ha comercializado tenofovir alafenamida (TAF), que es una
prodroga de tenofovir, cuya farmacocinética permite una concentracion
intracelular en células diana para el VIH del 90% con una escasa concentracion
plasmatica, lo que comporta menor afectacion renal y ésea (figuralOB) . Asi en
estudios en pacientes naive en los que se compara el uso de tenofovir
alafenamida vs tenofovir disoproxil fumarato coformulado con EVG/COBI/FTC se
objetiva una descenso significativamente menor en la densidad mineral 6sea en
la columna vertebral (% de cambio medio -1,30 vs -2,86; p <0,0001) y la cadera
(-0,66 vs -2,95; p <0,0001) a las 48 semanas en la rama de TAF (132) y esto

mismo se objetiva en estudios de switching desde terapias con TDF a TAF (133).

Urine Proximal tubule Plasma

%%”

Figura 10 A-. Accién tubular de TDF.

Referencia: Jotwani V, Atta MG,
Estrella MM. Kidney Disease in HIV: Moving beyond HIV-Associated Nephropathy. J Am Soc Nephrol.
2017;28(11):3142-3154. (134)
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Figura 10 B-. Accién tubular de TAF

Referencia: Jotwani V, Atta MG, Estrella MM. Kidney
Disease in HIV: Moving beyond HIV-Associated Nephropathy. J Am Soc Nephrol. 2017;28(11):3142-3154. (134)

3.2.1.2-. No nucledsidos (NNRTIs): efavirenz (EFV)

En el caso de los NNRTis parece que el que tiene mayor repercusion osea,
mediante alteracion del metabolismo de vitamina D, es el EFV. Como inductor
enzimatico del citocromo p450, EFV aumenta el metabolismo de 250H vitamina
D a componentes inactivos por induccién de la 24 hidroxilasa. En diferentes
cohortes, como la suiza (135), la cohorte SUN (136), el estudio MONET (137),
ECHO (138), o las publicaciones de Brown y McComsey (139), las pautas
basadas en EFV, comparadas con otros regimenes, demuestran un mayor
descenso de vitamina D. Incluso comparado con otros NNRTIs como RPV, el

riesgo de hipovitaminosis D es mayor en la rama de EFV (138).

3.2.2-. Inhibidores de la proteasa (IPs)

El papel de los IPs en el hueso es controvertido, a pesar de que la mayoria de
los estudios sefialan un efecto deletéreo sobre la DMO. En los estudios clinicos,
los tratamientos basados en [IPs se correlacionan con descensos
significativamente mayores de la DMO en comparacién a aquellos regimenes
basados en NNRTIs (140) o en inhibidores de la integrasa (INI) (141). Asimismo,

parece que parte de este efecto, estaria mediado por el uso concomitante de
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TDF, como se demuestra en los estudios en los que se objetiva un aumento de
la DMO en los tratamientos libres de NRTIs cuando el brazo comparador incluye
TDF, particularmente cuando se combina con IPs (142). El mecanismo de
pérdida 6sea ligado a los IPs no esta claramente establecido, con datos in vitro
controvertidos. Gibellini demuestra que la exposicion de los osteoblastos a FPV,
pero no a otros IPs, produce un aumento de expresién de OPG y un consecuente
descenso en la produccion de RANKL (143). Fakruddin objetiva que tanto RTV
como SQV producen un bloqueo de la sefial que impide la diferenciacion de los
osteoclastos (121). En otros estudios, diferentes IPs alteran la diferenciacion de
los osteoclastos (144), tienen accion sobre los genes que regulan la expresion
de los osteoblastos (145), o bien inducen un envejecimiento prematuro de los

precursores de los osteoblastos, alterando su potencial de diferenciacion (146).
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4-. Marcadores bioquimicos del recambio 6seo

4.1-. Marcadores de formacion 6sea: Figura 11

A) Fosfatasa alcalina 6sea : es una isoforma de la fosfatasa alcalina, y se trata

de una hidrolasa cuya funcién principal es la retirada de grupos fosforo de
diferentes moléculas (147). Producida por los osteoblastos, esta implicada en el
proceso de mineralizacion (148). La fosfatasa alcalina désea hidroliza el
pirofosfato, que es un inhibidor de la maduracién de la matriz ésea, liberando en

este proceso, P inorganico (149).

B) Osteocalcina : también llamada proteina del acido gammacarboxiglutamico

del hueso, es una proteina de 49 aminoacidos secretada por los osteoblastos,
siendo la proteina no colagénica mas abundante en la matriz 6sea (150). Dado
gue pasa a la circulacion sistémica desde la matriz en el momento de resorcién,

sus niveles séricos tienen un componente dual de formacién y resorcion.

C) PINP_(propéptido aminoterminal del procolageno 1) : se trata de un

propéptido resultado de la escision del terminal N del procolageno sintetizado
por los osteoblastos. (151).

4.2-. Marcadores de resorcion 6sea : Figura 11

A) CTX (telopéptido carboxiterminal del coldgeno): Generada por la actividad

de la catepsina K (enzima proteolitica que dregada el colageno), se trata de un
marcador bioquimico de la actividad osteoclastica consecuencia de la
degradacion del colageno 6seo (152). Parece que la ratio PLNP/BCTX es util en
pacientes de edad avanzada como marcador simple de prediccién de fracturas
osteopordticas (153).

B) Fosfatasa acida resistente al tartrato 5b___: expresada de forma precoz en el

desarrollo de los osteoclastos (154), regula la unién de los mismos al hueso
mediante la defosforilacion de proteinas de adhesion fosforiladas. Ademas,
mediante la produccién de radicales de oxigeno, permite la génesis de productos
de degradacion de la matriz, que son liberados a suero junto con FART5b,

correlacionandose con la cantidad de hueso reabsorbido (155).
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C) Piridinolina y deoxipiridinolina___: ambos son productos de degradacion del

coldgeno tipo | que pueden ser detectados en orina y muestran mayor
variabilidad diurna (156).
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Figura 11-. Remodelado 6seo fisioldgico:  es el resultado de las actividades opuestas de osteoclastos y osteoblastos.
Los osteoclastos derivan de células de linaje monocitico/macrofagico y ejercen una funcion de resorcion 0sea, a través
de la secrecion de iones H* y enzimas como FART-5b, La osteoclastogénesis esta incentivada por citoquinas
proinflamatorias (como M-CSF, IL-6, IL-1). Durante la erosiéon 6sea, el colageno tipo 1 experimenta una escision
proteolitica que resulta en la liberacion de péptidos de degradacion (NTX, CTX, PYD, DPD), que se pueden medir en
sangre y orina. Los osteoblastos tienen un origen mesenquimal y estan adscritos a la osteogénesis. En particular,
sintetizan procolageno, cuya escision de los terminles N y C produce los péptidos PINP y P1CP. Ademas secretan FAO
necesaria para la mineralizacion de la matriz 6sea. Algunos osteoblastos se transforman en osteocitos, células
dendriticas que actlan como mecano-transductores. El remodedalado 6seo esta regulado por el eje RANK-
L/RANK/OPG. Los osteoblastos y las células estromales liberan RANK-L que por unién a su receptor RANK expresado
por los pre-osteoclastos, promueve la diferenciacion a osteoclastos. OPG inhibe parcialmente este proceso para prevenir
resorcion 6sea excesiva. De forma similar, las hormonas sexuales ejercen un efecto predominantemente anabdlico.
Referencia: D’Oronzo S; Brown J, Coleman R. The role of biomarkers in the management of bone-homing
malignancies. J Bone Oncol. 2017 Sep 11:9; 1-9  (151)
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5-. Herramientas para medir la salud o6sea. Marcadores

subrogados

El hueso es un material jerarquico formado por una matriz de colageno
mineralizada repleta de células, que proporciona soporte mecanico, metaboliza
minerales y almacena médula ésea para la hematopoyesis. La osteoporosis es,
conceptualmente, una enfermedad esquelética sistémica caracterizada por el
descenso de DMO vy el deterioro de la microarquitectura del tejido 6seo con un
consecuente aumento de la fragilidad y de la susceptibilidad a las fracturas. La
definicion operativa se basa en los resultados de la densitometria 0sea, a pesar
de que la existencia de fractura por fragilidad (definida como fracturas causadas
por una noxa que en un hueso normal seria insuficiente para provocar dafio
(157)), con o sin corroboracion por DXA, se considera criterio diagnoéstico e
indicacion de tratamiento (158). A pesar de que la DMO medida por DXA es un
determinante mayor de resistencia 6sea y de riesgo de fractura, la mayoria de
los individuos con fractura por fragilidad tiene valores de DMO en rango
osteopénico o incluso normal (159). Esto implica que existen claramente otros
factores diferentes a la DMO implicados en dichas fracturas. Es por ello que en
los sucesivos afios se han desarrollados nuevas técnicas para estudio tanto del
hueso trabecular como de la microarquitectura, con la finalidad de complementar
los datos ofrecidos por la DXA. Ello nos permite contar, entre las herramientas
para la medicion de la salud 6sea, no solo con pruebas de imagen sofisticadas
como la RMN y el TAC, si no también con otras mas accesibles a la préactica
clinica diaria como el TBS (trabecular bone score) y la microindentacion.

5.1-. Densitometria 6sea (DXA)

La densitometria mide la densidad mineral 6sea, DMO. A pesar de existir
diferentes tecnologias para esta medicion, la mas usada es la absorciometria
radiolégica de doble energia (DXA) que mide la relacion entre la cantidad total
de tejido 6seo y el area proyectada de hueso (g/cm?) (160), es decir, da un
pardmetro de densidad por area (mas que volumétrica), dado que la medicién es
bidimensional. La DXA empieza a usarse en los ‘80 como medida para
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diagndstico y seguimiento de osteoporosis en mujeres postmenopausicas (161),
y actualmente, es el sistema de evaluacion de salud 6sea mas extendido. El
principio de la DXA es la medicidn de transmisién de rayos X producidos por una
fuente estable a alta y baja energia. Estas dos energias permiten la
discriminacion entre tejido blando y hueso y mediante el calculo de la masa de
atenuacion de los dos materiales es posible determinar, entre otros parametros,
la DMO. Las técnicas de DXA actuales son accesibles y emiten poca radiacién
(entre 0.1-6 microSv), con una correcta resolucion de imagen, pudiendo
realizarse en toda la superficie corporal. Como limitaciones encontramos que la
medicién depende del tamafio del hueso (debido a que estamos usando una
medicién bidimensional en un objeto con 3 dimensiones: esto explica alguna de
las diferencias relacionadas con sexo, etnia y tamafio corporal), que la técnica
no permite la separacion de compartimento 0seo cortical del trabecular y que los
datos son variables en funcién de la composicion corporal. La DMO se describe
mayormente con los valores de T y Z scores, siendo ambas, unidades de
desviacion estandar (DE). El T-score es el numero de DE que la DMO de un
paciente difiere del valor promedio esperado en individuos jévenes y sanos y la
definicion operativa de osteoporosis se basa en este pardmetro (T-score<-2.5).
En cambio, el Z-score es la comparacion con respecto al valor de referencia
conseguido en personas sanas de similar edad, raza y sexo (y en algunos
sistemas también peso (162)). En 1994, la OMS redacta el primer informe en el
gue se recomendaba el uso de unos umbrales de T-score para la clasificacién

de los resultados de DMO en 4 categorias (158):
-Normal: T-score >-1 DE

-Osteopenia: T-score entre -1y -2.5 DE
-Osteoporosis: T-score igual o inferior a -2.5 DE

-Osteoporosis establecida o severa: T-score igual o inferior a-2.5 DE con fractura

previa.

Los rangos de referencia para calcular el T-score se basan en los datos de
referencia del National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) Il

para mediciones de cuello femoral en mujeres blancas de 20-29 afios (163) y en
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las bases de datos del fabricante, para la columna (164). La DMO se mide en
lugares centrales, cadera y columna, porque son los que tienen mayor evidencia
publicada para la estimacion de riesgo de fracturas, asi como bases de datos y
normativas claras, y son la base del diagnostico de osteoporosis para la OMS y
la ISCD (158).

La DMO constituye una herramienta importante en el asesoramiento del riesgo
relativo de fracturas, como han demostrado diferentes estudios, a pesar de la
inclusion en los mismos de poblaciones de diferentes origenes (165, 166). En
cambio, el riesgo absoluto de fractura depende de la incidencia en la poblacién,
gue es harto variable (166). Hay que tener en cuenta que la sensibilidad y
especificidad de la DXA para las fracturas depende de los puntos de corte que
Se usen: asi se ve que, para osteoporosis tiene una sensibilidad baja (entre 28 y
35.7%) y una alta especificidad (entre 78.8 y 86%) (167, 168), pero en cambio,
cuando el punto de corte es la osteopenia, las tasas de sensibilidad y de
especificidad se invierten siendo del 86.3% y del 39.4% respectivamente (167),
por lo tanto hay una gran superposicion entre los pacientes que se fracturarany
aguellos que no lo haran, con lo que afiadir factores clinicos y otras
exploraciones, que se exponen mas adelante, puede mejorar la sensibilidad sin

perder especificidad (169).

5.2-. TBS (trabecular bone score).

El TBS es una medida que se puede aplicar a cualquier prueba de imagen
radioldgica, incluida la DXA (157,170). Se trata de un indice de textura que
cuantifica las variaciones locales de grises en las imagenes de DXA, dando un
indice indirecto de microarquitectura trabecular. El principio que usa se basa en
gue una microestructura trabecular densa proyectada en un plano genera un
elevado numero de variaciones de pixeles de pequefia amplitud (171); utilizando
variogramas experimentales de esas imagenes en proyeccion 2D, se puede
diferenciar entre las microarquitecturas 3D que presentan misma DMO, pero
caracteristicas trabeculares diferentes (172, 173). En base a un modelo de

regresion lineal multivariable, se ha establecido un modelo que permite la
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interpretacion de la relacién entre TBS y los parametros de microarquitectura
0sea 3D. Scores méas altos se traducen en una arquitectura 6sea mas solida vy,
por tanto, mayor resistencia a la fractura, mientras que el hueso mas susceptible
de fracturarse presenta scores mas bajos. Figura 12 . Asi, el grupo de trabajo de
usuarios de TBS establece como puntos de cortes para mujeres
postmenopausicas (174).

indice TBS Valor

>1.350 Normal

1.2-1.350 Alteracion parcial de microarquitectura
<1.2 Alteracion de la microarquitectura

BMD= 0.97 llustration of TBS=1.459

T = Well-structured -
trabecular bone

S Experimental
BMD= 0.969 lllustration of variogram TBS=1.243

Altered
trabecular bone

Figura 12 -. Representacion de los principios del TBS y ejemplo de donde el TBS aparece como independiente de
la DMO. Los paneles superiores muestran la DMO (BMD) y el T  BS de una mujer de 73 afios, con un IMC de 24.2
kg/m2, DMO columna lumbar de 0.972 g/cm 2, y TBS de 1.459. Los paneles inferiores muestran la DMO (BMD) y el
TBS de una mujer de 74 afios, con un IMC 24.3 kg/m 2, DMO de columna lumbar de 0.969 g/icm 2,y TBS de 1.243.
Aunque las iméagenes de la arquitectura 6sea y el variograma experimental son ilustraciones y no representan
imagenes reales del esqueleto de estos pacientes, se colocaron aqui para demostrar los principios de TBS: las
trabéculas méas numerosas y conectadas y menos dispersas se traducen en un alto valor de TBS, mientras que

un numero y conectividad trabecular bajos y una separacion trabecular alta se traducen en un TBS bajo.
Referencia: Silva BC, Leslie WD, Resch H, Lamy O, Les nyak O, Binkley N, McCloskey EV, Kanis JA, Bilezikian
JP. Trabecular bone score: a noninvasive analytical method based upon the DXA image. Bone Miner Res. 2014
Mar;29(3):518-30). (171)

Como ventajas, esta técnica puede utilizarse de forma retrospectiva sobre

imagenes de DXA preexistentes y se pude comparar directamente con la DMO
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dado que se mide en las mismas localizaciones 6seas (174). El TBS ademas
tiene una capacidad comparable a la DXA para la prediccion de fracturas en
osteoporosis primaria y algo superior para las de causa secundaria (como
sucede en la DM o en los usuarios de glucocorticoides) (159, 176), aumentando
la capacidad predictiva de fractura con el uso combinado de ambas técnicas. Por
lo tanto, el TBS puede resultar de utilidad en aquellos casos en los que la DMO

no es suficiente para asesorar el riesgo de fractura en la practica clinica.

5.3-. Microindentacion

La resistencia 6sea es la habilidad del hueso a soportar un trauma sin ruptura,
con lo que dicho concepto integra calidad y cantidad de hueso. La densitometria
solo valora la cantidad de hueso y cada vez hay una mayor evidencia que el
riesgo de fractura estimado por DXA esté infraestimado (tiene una sensibilidad y
especificidad modestas), dado que solo una proporcibn pequefia de la
disminucién del riesgo de fractura puede explicarse por el aumento de la DMO.
Esto sugiere que los determinantes de la resistencia 6sea, mas que los de masa
0sea, son los que contribuyen en mayor medida a la fragilidad 6sea en los
pacientes (177). El hueso es un complejo geométrico, compuesto por una
elaborada matriz de propiedades mecanicas y son muchos los mecanismos que
pueden alterar la resistencia mecanica Osea, tales como microgrietas,
microdafnos, cambios de la mineralizacion, variacion de los cristales minerales,
o los cambios de la matriz organica con alteracion del colageno y proteinas no
colagénicas. El proceso de fractura se inicia con microgrietas secundarias a la
separacion de las fibras mineralizadas de colageno; la microindentacion se basa
en la simulacion de este proceso. En 2010 el grupo de Diez es el primero en
validar la aplicabilidad de la microindentacion en la clinica como técnica para
predecir el riesgo de fractura. Midiendo la distancia de indentacion, se valora la
capacidad Osea para resistir la generacion y propagacion de grietas, que son la
base anatomica de las fracturas, y objetivan que, comparadas con mujeres
sanas, las mujeres con fracturas osteoporaticas tienen un aumento significativo

de la distancia de indentacién o IDI (178). Figura 13
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DisLIaﬁIing
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bone iniial Indentation Distance
Indentation Distanca Increase, DI

Figura 13-. Procedimiento de indentacion para medir las propiedades del material 6seo in vivo e imagenes de
microindentacién en hueso vivo.  (A) llustracion del método para obtener mediciones de indentacion, incluida la
insercion del conjunto de la sonda de prueba, desplazando el periostio con la sonda de referencia; la indentaciéon

de primer ciclo y la del dltimo ciclo, que permite determinar la BMSi (B) Imagen microcopia electrénica (rodeada

por linea punteada) que se compara con una moneda de diez centavos (la moneda mas pequefia de EE. UU.). (C)
Imagen microscopio electronico ampliado: microgrieta creada durante los ciclos de carga repetitivos a una
fuerza constante. Referencia: : Diez-Pérez A, Guerri R, Nogués X, Cac eres E, Pefia MJ, Mellibovsky L, Randall C,
Bridges D, Weaver JC, Proctor A, Brimer D, Koester KJ, Ritchie RO, Hansma PK. Microindentation for in vivo

measurement of bone tissue mechanical properties in humans. J Bone Miner Res. 2010 Aug;25(8):1877-85. (178)

Actualmente se utiliza una técnica de microindentacion por impacto,
OSTEOPROBER: tras anestesia local de la zona pretibial con mepivacaina al 2%
se realiza una puncion con una inclinacion de 90° con una aguja esterilizada
(didmetro 375um, radio de nitidez de la punta <4microm) hasta contactar con la
superficie 6sea. Sosteniendo el dispositivo perpendicular a la tibia, se desplaza
el mismo hasta que después de una fuerza de precarga de 10N, el mecanismo
de disparo libera una fuerza de impacto de 30N. Esto hace que la aguja se
desplace dentro del hueso y el transductor mida la distancia de indentacion. Tras
8 indentanciones repetidas sobre hueso, separadas aproximadamente 2mm, y
otras 5 en un estandar de polimetilmetacrilato (phantom), y habiendo descartado
aquellas mediciones que estan 1.5 veces por encima o por debajo del rango
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intercuartil, el software proporciona un resultado que se expresa como BMSi
(Bone material strength index) y que es una media harmonica de las diferentes
indentaciones (hueso y phantom) (179, 180).

Esta técnica se ha testado en diferentes poblaciones en las que existe
discrepancia entre densidad mineral 6sea y propension a fracturas, tales como
diabetes tipo 2, fractura femoral atipica, fracturas por estrés, tratamiento con
glucocorticoides, pacientes con osteopenia, fracturas por fragilidad e individuos
infectados con VIH, entre otros (181). Recientemente se ha demostrado que
incluso los pacientes osteoporoticos en tratamiento con bifosfonatos con una
correcta pauta y una correcta adherencia y que presentan fracturas
intratramiento, tienen peor BMSi que aquellos pacientes sin fracturas
intratratamiento, demostrando ser mejor que la DXA en la prediccion de fractura
en este grupo (182). Por lo tanto, la microindentacion complementa, los métodos
existentes de analisis 6seo, particularmente cuando la densidad mineral 6sea no

explica suficientemente la propension a la fractura.

Dado lo novedoso de la técnica, no tenemos una curva de normalidad, pero
parece que los valores de BMSi son independientes de edad y de la deplecién
estrogénica, aunque son diferentes entre sexo masculino y femenino, como se

ha propuesto recientemente (183). Figura 14

Mujeres (n=69) Hombres (n=19)

24.3+/-4.5 24.6+/-3.1

Figura 14-. Valores BMSi en funcién de edad y sexo. IMC: indice de masa corporal; DE desviacion estandar
BMSi: indice de resistencia mineral 6sea. Referencia: Taymouri F, Nogués X, Glerri-Fernandez R, Mellibovsky
L, Diez-Pérez A, Garcia-Giralt N, Ovejero D. La resistencia mecanica tisular 6sea es independiente de la edad en
individuos sanos. Rev Osteoporos Metab Miner. 2018; 10 (4): 125-30. (183)
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Il HIPOTESIS

La calidad tisular 6sea (medida por microindentacion) es superior a la medicion
de la DMO para evaluar el estado 0seo tras el inicio del tratamiento antiretroviral

y el estado inflamatorio (propio de la infeccion y previo al inicio de la TAR) influye

en dicha calidad tisular.
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I OBJETIVOS

Se plantea como objetivo principal (para lo que se desarrollan dos estudios):

Evaluar, mediante tres técnicas (DXA, TBS, BMSi) los cambios 6seos producidos
por la inflamcién secundaria al VIH y compararlos con los generados con el inicio

de un tratamiento antiretroviral basado en TDF en pacientes naive.
Como objetivos secundarios:

-Demostrar que el TAR, incluso basado en una pauta con TDF, mejora la calidad

Osea.

-Demostrar la necesidad de nuevas técnicas para el asesoramiento de la salud
0sea en dichos pacientes, considerando las peculiaridades de la enfermedad y

de los tratamientos que comporta.

Estos objetivos son los cubiertos por las dos publicaciones generadas por esta

tesis:

Estudio 1: ‘Bone density microarchitecture and tissue quality after 1 year of

treatment with tenofovir disoproxil fumarate’ (184). Gierri-Fernandez R, Lerma-Chippirraz

E, Fernandez Marron A, Garcia-Giralt N, Villar-Garcia J, Soldado-Folgado J, Gonzalez-Mena A, Trenchs-Rodriguez M,
Guelar A, Diez-Pérez A, Brown TT, Knobel H. Bone density, microarchitecture, and tissue quality after 1 year of treatment
with tenofovir disoproxil fumarate. AIDS. 2018 Apr 24;32(7):913-920.

Estudio 2: ‘Inflammation status in HIV-positive individuals correlates with

changes in bone tissue quality after initiation of antiretroviral therapy’ (185)

Lerma-Chippirraz E, Pineda-Moncusi M, Gonzélez-Mena A, Soldado-Folgado J, Knobel H, Trenchs-Rodriguez M, Diez-
Pérez A, Brown TT, Garcia-Giralt N, Gierri-Fernandez R. Inflammation status in HIV-positive individuals correlates with

changes in bone tissue quality after initiation of ART. J Antimicrob Chemother. 2019 Feb 14.
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IV RESOLUCION PRESENTACION TESIS COMO COMPENDIO DE

PUBLICACIONES

Universitat Autonoma de Barcelona
Departament de Medicina

RESOLUCIO DE LA SOL-LICITUD DE PRESENTACIO DE TESI COM A COMPENDI DE
PUBLICACIONS

Nom i cognoms del sol-licitant: ELISABET LERMA CHIPPIRRAZ
DNI: 36574505C

Adrega postal: C/ Peronella, 26 A

Codi postal — Poblacié: 08030 - BARCELONA

Vista la instancia presentada per en/na ELISABET LERMA CHIPPIRRAZ de sollicitud de
presentacio de tesi doctoral com a compendi de publicacions,

De conformitat amb el que disposa la Normativa académica de la UAB aplicable als estudis
universitaris regulats de conformitat amb amb el Reial Decret 99/2011, de 28 de gener ( text refés
aprovat per I’Acord de Consell de Govern de 19 de marg de 2015),

RESOLC

Acceptar la presentaci6 de la tesi doctoral de ELISABET LERMA CHIPPIRRAZ com a compendi
de publicacions amb els articles segients:

~ Guerri-Fernandez R, Lerma-Chippirraz E, Fernandez Marron A, Garcia-Giralt N, Villar-
Garcia J, Soldado-Folgado J, Gonzédlez-Mena A, Trenchs-Rodriguez M, Guelar A, Diez-
Pérez A, Brown TT, Knobel H. "Bone density, microarchitecture, and tissue quality after 1
year of treatment with tenofovir disoproxil fumarate”. A: AIDS. (Epub:2018 Apr ;doi:
10.1097/QAD.0000000000001780 ; Q1; F.l.:4,914)

- Lerma-Chippirraz E, Pineda-Moncusé M, Gonzalez-Mena A, Soldado-Folgado J, Knobel
H, Trenchs Rodriguez M, Diez-Pérez A, Brown TT, , Garcia-Giralt N, GUerri-Fernandez R.
“Inflammation status in HIV-positive individuals correlates with changes in bone tissue
quality after initiation of ART”. A: J Antimicrob Chemother. (Epub: 14/02/2019; Doi:
10.1093/jac/dkzo14; Qa; F.l.:5.217).

Aquesta acceptacié tendra validesa sempre que no passin més de 6 mesos entre la publicacié
online de I'ltim article i la data d‘autoritzacié de diposit del departament de medicina.
(Excepcionalment es permetra que no passin més de 15 mesos quan la publicacio online de
I"GlItim I'article sigui anterior al 20 de febrer de 2019).
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Contra aquesta resolucid, que no esgota la via admini iva, les p des poden interp recurs d'al¢ada davant del Rector
Magnific de la UAB, en el termini d'un mes, a ptar des del dia seg ala peid d'ag notificacié o, si s'escau, des del dia segient
de la seva publicacid, de conformitat amb el que preveu Iarticle 115 de la Llei 3002 de 26 de bre, de Régim Juridic de les
Administracions Pibliques i del Procedi Administratiu Comd, modificada per la Llei 412999, de 13 de gener, i Farticle 76 de la Llei
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V RESUMEN GLOBAL DE RESULTADOS

Considerando que tenofovir disoproxil fumarato es el antiretroviral cuya
afectacion 6sea es la mas reconocida, disefiamos un primer estudio para evaluar

el papel de dicho farmaco sobre la salud 6sea en pacientes VIH naive (184).

Las caracteristicas basales de la poblacién se resumen en la tabla 1.

Table 1. Baseline characteristics of study population.

Overall
N 40
Age (years) 38 (9)°
Male (n, %) 33 (82.5)
BMI (kg/m?) 23.6 (2.6)
Smoking (n, %) 19 (47.5)
Alcohol (>10g/day) 1(2.5)
Ex-IDU (n, %) 2 (5)
Recreational drugs (n, %) 12 (30)
Previous fracture (n, %) 2 (5)
Family history of fracture (n, %) 2 (5)
Prevalent spine fractures (n, %) 0
eGFR less than 60 ml/min 0
eGFR [CKD-EPI (ml/min)] 86 (2.2)
Years since HIV diagnosis 2.5 (4.15)
Nadir CD4" cell count (per ml) 385 (263)
Current CD4" cell count (per ml) 419 (276)
Ever met AIDS criteria (n, %) 3 (20)

Osteoporosis, n (%)

Tabla 1-. Caracteristicas basales de la poblacion del estudio 1. *Los resultados se expresan en valores medios (DE)
salvo indicaciones especificas Referencia: Guerri-Fernandez R, Lerma-Chippirraz E, F  ernandez Marron A, Garcia-
Giralt N, Villar-Garcia J, Soldado-Folgado J, Gonzélez-Mena A, Trenchs-Rodriguez M, Guelar A, Diez-Pérez A,
Brown TT, Knobel H. Bone density, microarchitecture, and tissue quality after 1 year of treatment with tenofovir
disoproxil fumarate. AIDS. 2018 Apr 24;32(7):913-920 . (184)

Se incluyeron 40 pacientes, de los que el 82.5% fueron varones, con una edad
media de 38 afios. Entre los factores de riesgo clasicos para osteoporosis, como
en otras poblaciones VIH, la incidencia de tabaquismo fue elevada con un 47.5%
asi como la de uso de drogas recreacionales (30%), con una tasa baja de
enolismo (2.5%) y de antecedentes de consumo de drogas por via parenteral
(5%). En general los pacientes no tenian antecedentes de fractura en familiares

de primer grado (5%), ni de fractura previa (5%).

La media de tiempo desde el diagndstico de VIH fue de 2.5 afios, con una media
de CD4 en el momento de inicio del TAR de 419 cel/ml. Solo 3 de los 40 (20%)

pacientes habian presentado alguna vez una enfermedad definitoria de SIDA.
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Antes del inicio de TAR el 45% (n 18) de los pacientes mostraban descenso de

DMO presentando 2 de ellos osteoporosis.

Se valoraron los cambios experimentados a nivel de los parametros 6seos desde

la visita basal y tras 48 semanas desde el inicio del TAR (tabla 2)

Baseline 24-weeks Diff. P value® 48 weeks Diff. P value®
Bone mineral density
Femoral neck BMD (g/cm?) 0.837 (0.12)  0.832 (0.124) 0.005 0.662 0.805 (0.11) 0.02 0.016
Femoral neck t-score 0.5 (0.9) 0.6 (0.8) 0.016 0.8316 0.8 (0.8) 0.3 0.032
Lumbar spine BMD (g/cm”) 0.984 (0.11) 0.951 (0.11) 0.032 <0.001 0.958 (0.11) 0.032 <0.001
Lumbar spine t-score 0.8(1.1) 130 0.3 0.019 1.1 (1.1 0.3 0.001
Total hip BMD (g/cm”) 0.954 (0.11)  0.953 (0.12) 0.001 0925  0.943 (0.12) 0.1 0.547
Total hip t-score 0.3 (0.7) 0.4 (0.7) 0.1 0.325 0.5 (0.7) 0.2 0.251
185 1.357 (0.09) 1.322 (0.09) 0.034 0.011
BMSi 86.07 (6.1) 86.32 (4.75) 0.25 0.818 89.07 (4.2) 3 <0.001
Bone turnover
Amino pro-peptide of type 1 collagen (ng/ml)  50.6 (19.8) 76.9 (30.6) 263 <0.001 76.6 (25.8) 26 <0.001
Bone alkaline phosphatase (pg/mi) 16.7 (14.2) 17.7 (6.7) 1 0.714 19.9 (7.98) 3.2 0.087
C-telopeptide (ng/ml) 0309 (0.114)  0.544 (0.221) 0.24 <0.001 0.436 (0.137) 0.127  <0.001
Calcium metabolism
Parathormone (pg/ml) 353 (22.9) 38.9 (15.3) 3.6 0.266 44.8 (21.6) 9.5 0.002
25[0OH]Vitamin D (ng/ml) 20.6 (10.4) 23.7 (10.2) 3.1 0.067 27.2(16.8) 6.6 0.004
Calcium (mg/dl) 9.4 (0.4) 9.5 (0.4) 0.1 0.228 9.6 (0.3) 0.2 0.046
Phosphorus (mg/dl) 3.04 (0.54) 3.3 (0.52) 0.26 0.021 3.05(0.7) 0.01 0.917
Creatinine 0.83 (0.17) 0.91 (0.12) 0.08 0.012 0.92 (0.17) 0.09 <0.001

Tabla 2-. Cambios de densidad mineral 6sea, marcadores de resorcion ésea y metabolismo calcio del estudio 1.

Los valores se expresan con valores medios (DE) salvo indicaciones especificas. p-value™: valor de p respecto a la basal.
Referencia:Glerri-Fernandez R, Lerma-Chippirraz E, F  ernandez Marron A, Garcia-Giralt N, Villar-Garcia J,
Soldado-Folgado J, Gonzélez-Mena A, Trenchs-Rodriguez M, Guelar A, Diez-Pérez A, Brown TT, Knobel H. Bone
density, microarchitecture, and tissue quality after 1 year of treatment with tenofovir disoproxil fumarate. AIDS.

2018 Apr 24;32(7):913-920. (184)

Tras 48 semanas de TAR todos los parametros de remodelado, P1NP, fosfatasa
alcalina 6sea y CTX, presentaron un aumento significativo. En relacion a otros
parametros analiticos, como era esperable en pacientes expuestos a TDF, se
observé un aumento de PTH y creatinina, desde la visita basal. En cuanto a los
marcadores subrogados de salud Osea, tras inicio de TAR, los pacientes
experimentaron un descenso de TBS y de DMO, siendo este ultimo mas
marcado e incipiente en columna lumbar (p<0.001) que en cuello femoral
(p=0.016), sin que se identificaran cambios significativos en cadera total
(p=0.547).

A diferencia de lo ocurrido con la DMO y el TBS, la calidad tisular 6sea aumento
significativamente a las 48 semanas de TAR pasando de 86.07 (6.1) a 89.07
(4.2) (3.49%, p<0.001). Fig. 15
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Changes in Bone Strength Components at 48-weeks

Relative Changes from Baseline
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Figura 15-. Cambios DXA, TBS y BMSi a las 48 semanas de TAR estudio 1. Referencia: Glerri-Fernandez R,
Lerma-Chippirraz E, Fernandez Marron A, Garcia-Giralt N, Villar-Garcia J, Soldado-Folgado J, Gonzélez-Mena A,
Trenchs-Rodriguez M, Guelar A, Diez-Pérez A, Brown TT, Knobel H. Bone density, microarchitecture, and tissue
quality after 1 year of treatment with tenofovir disoproxil fumarate. AIDS. 2018 Apr 24;32(7):913-920. (184)

Basalmente la calidad tisular ésea se correlacioné negativamente con la edad
(figura 16 ) y positivamente con CD4 nadir (figura 17a ), TBS basal, DMO en
cadera (figura 17b ).

Correlation between BMSi at baseline and age
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Figura 16-. Andlisis bivariado: correlacion BMSi y edad basales en pacientes VIH estudio 1 . Referencia: Gulerri-

Fernandez R, Lerma-Chippirraz E, Fernandez Marron A, Garcia-Giralt N, Villar-Garcia J, Soldado-Folgado J,
Gonzalez-Mena A, Trenchs-Rodriguez M, Guelar A, Diez-Pérez A, Brown TT, Knobel H. Bone density,
microarchitecture, and tissue quality after 1 year of treatment with tenofovir disoproxil fumarate. AIDS. 2018 Apr
24;32(7):913-920. (184)
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Figura 17 a y b-. Andlisis bivariado estudio 1: a) BMSi y CD4 basales; b) BMSi y DMO en cadera . Referencia:

Glerri-Fernandez R, Lerma-Chippirraz E, Fernandez Marron A, Garcia-Giralt N, Villar-Garcia J, Soldado-Folgado
J, Gonzéalez-Mena A, Trenchs-Rodriguez M, Guelar A, Diez-Pérez A, Brown TT, Knobel H. Bone density,
microarchitecture, and tissue quality after 1 year of treatment with tenofovir disoproxil fumarate. AIDS. 2018 Apr
24;32(7):913-920. (184)

Al comparar las diferencias entre el grupo que aumento los pardmetros de BMSi
(n=32) tras 48 semanas de TAR con los que presentaron un descenso del mismo
(n=8), (tabla 3), no se encontraron diferencias significativas en la media de edad,
sexo o recuento de CD4 nadir, salvo que los pacientes que experimentaron
descenso de BMSi presentaron valores basales mas elevados de BMSi (89 (7.4)
vs 85 (4.6), p=0.02) y de TBS (1.447 (0.08) vs 1.337 (0.08); p=0.008), en
comparacion a los que lo elevaron. En contrapartida, los valores en dia 0 mas
bajos de TBS (Bcoeff -20.6; p=0.01) y de BMSi (Bcoeff -0.59; p<0.001) se
relacionaron con mayores incrementos de BMSi a las 48 semanas tras ajustar
por edad, sexo e IMC, sin encontrarse influencia significativa de recuento nadir

de CD4, filtrado glomerular basal ni niveles basales de vitamina D.

BMSi stable BMSi declined P value
N 32 8
Age (vears) 38 (97 38 (7) 0.979
Male (n, %) 27 (84) 6 (75) 0.533
BMI fkgfm"] 23.5(2.5) 242 (3.1) 0.478
Smoking (n, %) 16 (50) 3 (37.5) 0.741
Alcohol (>10g/day) 2 (6.5) 0 (0) 0.468
Ex-1DU (n, %) 3((9.3) 0(0) 0.233
Recreational drugs (n, %) 1134 1(12.5) 0.198
Previous fracture (n, %) 1(3.12) 1(12.5) 0.329
Family history of fracture (n, %) 1(3.12) 1(12.5) 0.329
Prevalent spinal fracture (n, %) 0 0
eGFR <60 ml/min at 48 weeks 0 0
eGFR CKD-EPI (ml/min) at 48 weeks 83 (2.2) 81 (2.3) 0.522
Years since HIV diagnosis 2.3(4.2) 3.3 (3.6) 0.525
Nadir CD4™ cell count (per ml) 390 (284) 367 (165) 0.829
Ever met AIDS criteria (n, %) 321 0 0.496
Spine BMD at baseline 0.973 (0.113) 1.05 (0.105) 0.089
TBS at baseline 1.337 (0.08) 1.447 (0.08) 0.008
BMSi at baseline 85 (4.6) 89 (7.4) 0.02

Tabla 3-. Comparacion entre los pacientes cuyo BMSi permanecié estable y aquellos en los que empeoro tras 48
semanas de TAR con TDF (estudio 1).

Referencia: Guerri-Fernandez R, Lerma-Chippirraz E, Fernandez Marron A, Garcia-Giralt N, Villar-
Garcia J, Soldado-Folgado J, Gonzalez-Mena A, Trenchs-Rodriguez M, Guelar A, Diez-Pérez A, Brown TT, Knobel
H. Bone density, microarchitecture, and tissue quality after 1 year of treatment with tenofovir disoproxil fumarate.
AIDS. 2018 Apr 24;32(7):913-920. (184)
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En conclusién, en esta primera fase de nuestro trabajo demostramos que como
era sabido, los tratamientos antiretrovirales basados en TDF causan descenso
de DMO pero en cambio la calidad tisular 6sea, aumenta a pesar de la pauta
elegida, lo que dio pie a la segunda fase del trabajo, es decir, la valoracion del
impacto que la actividad inflamatoria mediada por el virus tiene sobre la salud

dsea.

Para ello se disefio (185) un estudio de dos ramas en el que se incluyeron 40
pacientes en total, 20 pacientes por rama considerando una rama de pacientes
no VIH sanos y una rama de pacientes VIH naive emparejados por edad y sexo.
Las caracteristicas basales de la poblacion se resumen en la tabla 4 ; no hubo
diferencias en las caracteristicas sociodemograficas ni el consumo de téxicos
basales de ambos grupos: La muestra fue constituida mayoritariamente por
varones, 15 (75%) en los controles vs 16 (80%) en la rama VIH (p=0.336), con
una edad media de 38-37 afios (38 afos (35-42) vs 37 (31-43); p=0.423), con
una discreta tendencia a mayor uso de drogas recreacionales en la rama VIH
(15% (3); vs 35% (7); p= 0.097), pero sin diferencias en consumo de tabaco (8
(40%) vs 8 (40%)), enol (0 vs 1 (5%); p=0.314) o drogas por via parenteral (0 vs
1 (5%); p=0.314). Ninguno de los pacientes incluidos tenia antecedentes de
fractura y tampoco hubo diferencias significativas en relacion a la existencia de

fracturas en familiares de primer grado (2 (10%) vs 1 (5%); p=0.605).

Controls HIV-positive individuals P
N 20 20
Age (years), median (IQR} 38 (35-42) 37(31-43) 0.423
Male, n (%) 15(75) 16 (80) 0.336
BMI (kg/m?), median (IQR) 23 (20-24) 24 (22-26) 0.281
Smioking, n (%) 8 (40) 8 (40)
Alcohol =10 afday, n (%) 0(0) 1(5) 0.314
Ex-IVDU, n (%) 0(0) 1(5) 0.314
Recreational drugs, n (%) 3(15) 7(35) 0.097
Previous fracture, n (%) 0(0) 0(0)
Family history of fracture, n (%) 2(10) 1(5) 0.605
Prevalent spine fractures, n (%) 0(0) ()]
eGFR <60 mL/min, n (%) 0(0) 00
eGFR (CKD-EPT) (mL/min), median (IQR) 92 (75-97) 88(72-91) 0.345
Years since HIV diognosis, median (IQR) 1(0-2)
Nadir CD4+ count (per mL}), median (IQR) 364 (327-443)
Current CD4 + count (per mL), median (IQR) 748 (678-1437) 374 (341-460) 0.093
Ever met AIDS criteria, n (%) 1(5)

eGFR, estimated glomerular filtration rate; CKD-EPI, Chronic Kidney Disease Epidemiclogy Collaboration,

Tabla 4-. Caracteristicas basales de la poblacion de estudio 2 . Referencia: Lerma-Chippirraz E, Pineda-Moncusi
M, Gonzéalez-Mena A, Soldado-Folgado J, Knobel H, Trenchs-Rodriguez M, Diez-Pérez A, Brown TT, Garcia-Giralt
N, Guerri-Fernandez R. Inflammation status in HIV-positive individuals correlates with changes in bone tissue
quality after initiation of ART. J Antimicrob Chemother. 2019 Feb 14. (185)
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La media de tiempo desde el diagndstico de VIH fue de 1 afio (0-2), con una
media de CD4 en el momento de inicio del TAR de 374 cel/ml (341-460, frente a
un recuento de CD4 en poblacion control de 748 (678-1437). Solo 1 paciente VIH

habia presentado alguna vez una enfermedad definitoria de SIDA.

Al comparar lo sucedido entre los controles sanos y los pacientes VIH naive
(tabla 5), se objetivd, como se habia previsto, que en términos de inflamacion,
valorado mediante PCR, VSG vy receptor soluble 2 de TNF-a , los paciente VIH

naive presentaban mayor actividad inflamatoria.

Controls HIV group at baseline P° HIV group at 48 weeks o pe
Bone parameters
BMSi 89(88-93) 6 (83-90) 0.034 0 (88-93) 0.02 0.765
TBS 1.374(1.29-1.39) 1. 339 (1.28-1.38) 0.336 1. 291 (1.225-1.397) 0.007 0.002
lumbar spine BMD (g/cmz) 0.988 (0.92-1.06) 1.019 (0.91-1.11) 0.929 0.97 (0.88-1.091) 0.001 0951
femoral neck BMD (g/cmz) 0.831(0.75-0.98) 0.841 (0.79-1.02) 0.734 0.818 (0.733-0.957) 0.001 0.092
Inflammation markers
hs-CRP (mg/dL) 0.04 (0.002-0.19) 0.31 (0.1-0.6) 0.003 0.08 (0.06-0.24) 0.026 0.142
ESR (mm/h) 3(2-9) 16 (10-22) 0.003 6(3-14) 0.003 0.255
fibrinogen (mg/dL) 350(289-395) 320(290-410) 0.734 366 (306-391) 0.753 0.688
D-dimer (IU/mL) 97 (63-144) 131 (87-257) 0.242 100 (76-180) 0.601 0.982
IFN-y (pg/mL) 16.9(10.4-38.4) 115 (7.4-20.5) 0.183 7.58 (4.5-15.9) 0.394 0.023
1L-10 (pg/mL) 3.24(3.24-3.57) 3.57 (3.24-4.15) 0.163 3 24 (3.24-3.57) 0.182 0.881
IL-17A (pg/mL) 13.6(4.9-23.8) 3.21(1.46-5.28) 0.002 1(3.2-13.8) 0.169 0.003
IL-1B (pg/mL) 1.87(1.28-2.79) 1.87 (1.28-2.79) 0.707 Z 03 (1.65-2.41) 0.332 0.705
IL-2 (pg/mL) 2.41(058-2.91) 2.41 (0.58-2.91) 0.535 2.41 (0.58-2.89) 0.317 0.683
IL-4 (pg/mL) 5.78(2.52-10.72) 2.52(1.27-5.78) 0.023 4.01 (2.66-5.37) 0.186 0.024
1L-6 (pg/mL) 2.86(2.86-2.99) 2.92 (2.86-2.99) 0.895 2.86 (1.24-2.99) 0.516 0.438
IL-8 (pg/mL) 21.1(6.7-37.3) 9.31 (4.51-15.46) 0.144 5.14 (2.99-9.85) 0.033 0.005
soluble CD40 (ng/mL) 6.47 (4.4-7.5) 5.35(2.6-8.3) 0.342 5.5 (4-8.1) 0.609 0.446
TNF-a (pg/mL) 12.6(9.8-19.3) 18.9 (16.7-26.6) 0.026 13.9 (12-17.3) 0.003 0.668
1L-6 soluble receptor (ng/mL) 34.7(32.1-41.2) L:I 3 (31.5-49.7) 0.343 34 1(26-47.4) 0.05 0.766
TNF-o soluble receptor 1 (ng/mL) 1.9(1.6-2.3) 9(1.7-2.3) 0.825 4(1.1-1.8) 0.03 0.015
TNF-a soluble receptor 2 (ng/mL) 7.5(6.7-9.1) 13 7 (11.4-15.6) 0.001 2 (8.5-10.4) 0.003 0.006
Bone metabolism markers
DKK1 (ng/mL) 3.8(2.7-4.6) 3.1(2.6-4.1) 0.179 2.7 (2.4-3.4) 0.177 0.022
osteoprotegerin (ng/mL) 0.5(0.4-0.6) O 4(0.3-0.5) 0.428 O 4 (0.3-0.5) 0.461 0272
sclerostin (ng/mL) 1.5(0.9-1.8) 5(1-2) 0.819 2 (0.8-1.6) 0.05 0.545
PINP (ng/mL) 45.6(37.1-71.3) 50 9 (34-59.5) 0.571 71 3 (54.7-95.3) 0.003 0.035
CTX (ng/mL) 0.31(0.14-0.46) 0.26 (0.21-0.41) 0.968 0.38 (0.31-0.46) 0.007 0.105
bone alkaline phosphatase (pg/mL) 11.7 (6.6-16.3) 13.4 (10.1-16.8) 0.319 16.1{12.5-23.1) 0.005 0.021
25-0OH vitamin D (ng/mL) 28.3(14.1-43) 21 4 (10.3-28.6) 0.145 23 4 (14.2-31.6) 0.356 0.704
PTH (pg/mL) 23(14-31) 7(22-32) 0.317 2 (32-67) 0.434 0.009

Tabla 5-. Parametros de calidad tisular 6sea, marcadores de inflamacién y de recambio 6seo para los diferentes

grupos (estudio 2). Los resultados se expresan como medias (IQR). En negrita las diferencias significativas entre
grupos. Corresponde al valor de p al comparar los controles sanos con los pacientes VIH naive. °Corresponde al valor
de p al comparar al grupo de VIH naive vs al grupo VIH tras 48 semanas de TAR. °Corresponde al valor de p al comparar
los controles sanos vs los pacientes VIH tras 48 semanas de TAR. Referencia: Lerma-Chippirraz E, Pineda-Moncusi
M, Gonzéalez-Mena A, Soldado-Folgado J, Knobel H, Trenchs-Rodriguez M, Diez-Pérez A, Brown TT, Garcia-Giralt

N, Guerri-Fernandez R. Inflammation status in HIV-positive individuals correlates with changes in bone tissue

quality after initiation of ART. J Antimicrob Chemother. 2019 Feb 14 (185).

En contraposicion, los controles sanos presentaron valores significativamente
mas elevados de IL-17A. Tras 48 semanas de TAR, los parametros inflamatorios
cayeron en los pacientes VIH, alcanzando valores comparables a los de los
controles, a excepcion de IL-8, IFN-yy el receptor soluble 1 de TNF-a, que
incluso descendieron a valores inferiores a los de la poblacion control. A pesar
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del aumento de IL-17A, a las 48 semanas de TAR su valor en el grupo VIH

persistié significativamente inferior al de los controles (p=0.003).

En relacion a los parametros de remodelado 6seo, no hubo diferencias a nivel
basal entre ambos grupos, pero, tras 48 semanas de TAR, si que hubo un
aumento significativo en comparacion a la situacién basal. En cambio, el inicio
de TAR provoco un descenso de ambos antagonistas de la via Wnt, tanto de

esclerostina como de Dkk1.

En cuanto a las herramientas para medir la calidad 6sea, no se encontraron
diferencias basales de DMO ni de TBS entre ambos grupos, pero si en los
valores de BMSi, mostrando los pacientes VIH naive resultados
significativamente inferiores, en comparacion a los controles sanos (89 (88-93)
vs 86 (83-90), p=0.034). Tras inicio de TAR, tanto de la DMO en columna lumbar
(p=0.001) y en cuello femoral (p=0.001), como el TBS (p= 0.007) descendieron
en los pacientes VIH. En cambio, el BMSi aumento tras 48 semanas de
tratamiento, llegando a alcanzar valores similares a los de la poblacion control
(p=0.765). Se observé una relacién positiva entre IL17-A y BMSi a nivel basal en
los pacientes VIH (rho =0.505; p=0.05) que desaparecio en la semana 48 y que

no se Vvio en los pacientes control (figura 18 ).

(a) Correlation between BMSi and IL-17A (b) Correlation between BMSi and IL-17A
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95 A 100 A .
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Figura 18-. Correlacion entre calidad tisular 6sea (BMSi) e IL-17A basal en pacientes VIH (a) y en controles sanos

(b) (estudio 2). Referencia: Lerma-Chippirraz E, Pineda-Moncusi M, Go  nzalez-Mena A, Soldado-Folgado J, Knobel
H, Trenchs-Rodriguez M, Diez-Pérez A, Brown TT, Garcia-Giralt N, Glerri-Fernandez R. Inflammation status in
HIV-positive individuals correlates with changes in bone tissue quality after initiation of ART. J Antimicrob
Chemother. 2019 Feb 14 (185).

Al evaluar los factores asociados a los cambios en la calidad 6sea relacionados
con el TAR (tabla 6), se objetivd que los pacientes con mayores niveles de IL-

1 B basales, presentaron mayores aumentos de BMSi a las 48 semanas de TAR,
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persistiendo esta asociacion después de ajustar por recuento de CD4 y de CV.
En cambio, se observd una correlaciébn negativa con los niveles basales de
esclerostina (rho= -0.402; p=0.097) figura 19 y con el tiempo desde el
diagnéstico de VIH (rho= -0.466; p= 0.04; coef [B-0.01, regresion lineal),

persistiendo este ultimo tras ajuste por edad, sexo y recuento de CD4.

Soluble CD40 —0.471° 0.046 -0.216 0.091
TNF-ao -0.218 -0.017 0.194 0.161
IL-1 soluble receptor —0.004 —-0.165 0.489° 0.386
IL-6 soluble receptor -0.249 -0.214 0.332 0.101
TNF-o soluble receptor 1 -0.191 -0.117 -0.014 -0.168
TNF-a soluble receptor 2 -0.143 0.183 0.181 0.237
Sclerostin —0.402¢ -0.397 0.105 -0.155
DKK1 0.248 —-0.358 0.101 0.067
Osteoprotegerin 0.068 -0.332 0.052 -0.853

Tabla 6-. La correlacion de Spearman entre la inflamacién basal y los marcadores 6seos y el cambio porcentual
en los parametros éseos (estudio 2)

Referencia: Lerma-Chippirraz E, Pineda-Moncusi M, Go  nzélez-Mena A,

Soldado-Folgado J, Knobel H, Trenchs-Rodriguez M, Diez-Pérez A, Brown TT, Garcia-Giralt N, Guerri-Fernandez
R. Inflammation status in HIV-positive individuals correlates with changes in bone tissue quality after initiation

of ART. J Antimicrob Chemother. 2019 Feb 14
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Figura 19-. Correlacion entre cambios relativos a la semana 48 respecto a basal en la calidad del tejido éseo
(BMSi) e (a) IL-1B y (b) esclerostina (estudio 2) . Referencia: Lerma-Chippirraz E, Pineda-Moncusi M, Go  nzalez-
Mena A, Soldado-Folgado J, Knobel H, Trenchs-Rodriguez M, Diez-Pérez A, Brown TT, Garcia-Giralt N, Guerri-
Fernandez R. Inflammation status in HIV-positive individuals correlates with changes in bone tissue quality after
initiation of ART. J Antimicrob Chemother. 2019 Feb 14 (185).

En cuanto al TBS no se encontrd ningun tipo de correlacién con cualquiera de
los marcadores analizados, mientras que los cambios de DMO nivel de columna
lumbar se correlacionaron negativamente con los valores basales de IL-6 (rho=
-0.704; p=0.001) y positivamente con los de IL-17A (rho=0.537; p=0.04).
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Es decir, la combinacién de ambos estudios deja patente que el inicio del TAR,
incluso basado en una pauta que contenga TDF, mejora la calidad 6sea por el

descenso que produce sobre la actividad inflamatoria inducida por el virus.
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VI RESUMEN GLOBAL DISCUSION

Bé&sandonos en el impacto 6éseo de TDF sobre la DMO, quisimos comprobar en
una primera fase las consecuencias del mismo sobre el BMSi (184); viendo que
éste mejoraba tras introduccion de TAR, se planted la posibilidad de que la
inflamacion inducida por el VIH fuera la mayor responsable del dafio 6seo, por lo
gue se disefid un segundo estudio (185) en el que se demuestra que el descenso
del componente inflamatorio asociado al VIH, secudandario al TAR, produce una

mejoria en la calidad ésea.

Es conocida la repercusion de TDF sobre la pérdida de densidad mineral 6sea
en los pacientes VIH naive (4,123 ,186), oscilando en un aumento del 1 al 3% de
pérdida en comparacion a pacientes expuestos a otros NRTIs (187). Esta
influencia negativa ha podido ser objetivada incluso en pacientes no infectados
por VIH que realizan TDF en un régimen de PreP (127,188), demostrando la
accion 6sea de TDF mas alla del efecto del propio virus. El primer paso de
nuestro trabajo, demuestra la repercusion no homogénea de TDF sobre los
diferentes parametros que influyen en el riesgo de fractura, es decir, mientras
gue la exposicién a TDF repercute negativamente sobre DMO (con un descenso
en nuestro caso del 3%, similar a lo que se objetiva en otros estudios (4, 189)) y
TBS, el BMSi se mantiene o incluso mejora tras 48 semanas de exposicién a un
régimen basado en TDF. Estos resultados son acordes con datos publicados
recientemente, en los que la supresion viral y el tiempo de exposicion al TAR,
incluso en terapias basadas en TDF, se han asociado a disminucion del riesgo
de fractura osteoporotica en el paciente VIH (190).

La pérdida de DMO en los pacientes expuestos a TDF a pesar de no estar del
todo elucidada, parece responder a dos mecanismos: en primer lugar, los
estudios de Grigsby (129,191) han demostrado, en modelos murinos in vitro, que
la exposicion tanto de osteoblastos como de osteoclastos a concentraciones
fisiol6gicas de TDF produce una alteracion en los perfiles de expresidon genética
de ambos (Gnas, Got2 y Snord23 para osteoclastos y 6 vias de sefializacion
diferente para osteoblastos, con especial repercusion sobre la via Wnt), lo que

se traduce en células funcionalmente defectuosas que repercuten, finalmente,
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en la formacion y la resorcidon 0sea. El segundo mecanismo que se le imputa a
TDF para producir pérdida 6sea es la pérdida de fosforo urinario inducida por
disfuncioén tubular proximal (128). Tras la administracion de TDF, que es una
prodroga, es metabolizado a TFV en plasma, desde donde, mediante un
transportador de aniones organico pasa a las células del tabulo proximal renal,
para ser excretado posteriormente, a la orina en el espacio tubular (134,192). La
eliminacién renal esta retrasada en comparacion a la captacion por parte de las
células del tubulo proximal, lo que conlleva un acumulo de farmaco a dicho nivel,
que puede causar disfuncion y con ello, una alteracion del metabolismo del P, el
cual, a su vez produce un descenso de la DMO similar a lo sucedido, por ejemplo,
en la osteomalacia hipofosfatémica o en el sindrome de Fanconi (193). Estas
alteraciones Oseas se han observado incluso en situaciones de hiperfosfaturia
con fosfatemia normal. A pesar de que en nuestro estudio no se hizo valoracion
de P urinario, si que se mididé el P sérico, sin que se evidenciaran cambios
significativos del mismo, aunque, como era esperable, si que se objetivé un
aumento no patolégico, pero significativo, de los niveles séricos de creatinina,
traduciendo la accion de TDF sobre el tabulo. Ademas, también se aprecio un
aumento significativo en los valores de PTH tras 48 semanas de tratamiento, a
pesar del aumento concomitante y también significativo, de los valores de
vitamina D; esta observacion ha sido registrada en otros estudios, en los que la
correccion del déficit de vitamina D solo corrige parcialmente el aumento de PTH,
demostrando que el uso de TDF es factor de riesgo para el mantenimiento del
hiperparatiroidismo secundario (194). Recientes estudios sugieren que este
incremento de PTH se debe a que TDF actia como un componente calcilitico
sobre el receptor CaSR (calcium sensing receptor) (195). Este receptor, sensa
los niveles séricos de Ca, en funcion de cuyas concentraciones activa o inhibe la
produccion de PTH. Los elementos calciliticos se unen a CaSR disminuyendo la
sefal intracelular, favoreciendo de esta manera, la produccion de PTH por parte
de las células paratiroideas (196). La relevancia de este aumento sostenido de
PTH se debe a que produce pérdida de DMO por exceso de estimulacion de la
resorcion Osea (197), dado que, sobre los osteocitos, tiene influencia en el
remodelado éseo a través de la regulacién de la transcripcion de mediadores

paracrinos: asi estimula la produccion de RANKL, lo que conlleva un aumento
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de osteoclastogénesis, pero por contra, inhibe la expresion de esclerostina a

nivel 6seo (198).

A pesar de que los pacientes VIH tienen mas osteoporosis, y especialmente
aguellos expuestos a TDF e IPs, la incidencia de fractura (199) en estos
pacientes solo se correlaciona parcialmente con el descenso de la DMO (200),
lo que sugiere que probablemente existen otros factores, tales como la alteracion
de la microarquitectura y la calidad tisular 6sea, que influyen sobre dicho riesgo
de fractura (201). Asi, por ejemplo, en la cohorte EUROSIDA (202), el analisis
multivariado reveld que el riesgo de fractura se asociaba a mayor edad, menor
IMC, raza caucasica y el uso de drogas por via parenteral. Asimismo, la
exposicion a TDF cuando se expresaba como una variable dicotbmica (uso vs
No uso), se asocio a riesgo de fractura, pero esta asociacion se perdio tras ajuste
multivariado, lo que da lugar a la idea de una susceptibilidad individual al riesgo
de fractura inducida por TDF. Este concepto, remarca la importancia de la
necesidad de nuevas técnicas para la medicion de la salud Gsea, que, por el
momento, ha sido valorada en términos de osteopenia u osteoporosis, mediante
DXA.

En la actualidad otras herramientas como el TBS, nos permiten medir otros
aspectos de la calidad 6sea. En este estudio, el inicio de TAR provocO un
descenso del TBS con una media pre-TAR de 1.357 (0.09 DE) que a las 48
semanas disminuy6 a 1.322 (0.09 DE), lo que implica, segun el grupo de usuarios
del TBS (174), una alteracién parcial de la microarquitectura 6sea tras 48
semanas de exposicion a TDF, sugiriendo que dicha exposicidén no solo altera la
cantidad de hueso sino también la organizacién del mismo. En estudios previos,
se ha demostrado que el TBS permite mejorar la prediccién del riesgo de fractura
en osteoporosis secundaria (159), asi Ciullini demuestra que, en el paciente VIH,
el riesgo de fractura vertebral tiene una correlacion mas cercana al TBS que no
a la DMO (157).

Finalmente, se determind la calidad del tejido 6seo mediante microindentacion in
vivo, observando que a comparacion de lo sucedido con la DXA y el TBS, el
BMSi aumenta tras 48 semanas de TAR, indicando una mejoria del strength o
calidad tisular 6sea. Hay que tener en cuenta que la fractura, tanto en hueso
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cortical como trabecular, se inicia con la separacion de las fibras mineralizadas
de colageno y la formacion de microgrietas, que es el mismo principio de la
microindentacion, es decir, la formacion de microgrietas similares a las que
suceden en las fracturas Oseas experimentales (203). Para entender esta
diferencia entre los 3 métodos hay que considerar en primer lugar que la
microindentacion, precisamente por el principio por el que se rige, es mas
sensible para detectar los cambios 6seos precoces que la DXA (13, 204), es
decir, posiblemente la mejoria de las condiciones inflamatorias e inmunologicas
tras inicio de TAR inducen cambios en el hueso identificables por
microindentacion, pero no por DEXA. En resumen, a pesar de que TDF induce,
por los diferentes mecanismos comentados, pérdida de DMO, produce a la par,
un control inmunoldgico e inflamatorio que conllevan cambios microambientales

0seos y con ello, una mejoria de la calidad tisular 6sea (6).

Tras haber visto que el inicio de TAR mejora la calidad tisular 6sea, se planted
un segundo estudio para valorar el papel de la inflamacién mediada por VIH
sobre el hueso. Para ello se compararon controles sanos vs VIH naive que
iniciaron TAR. Los resultados demuestran que los cambios en vias
inmunoldgicas e inflamatorias inducidas por el TAR pueden repercutir sobre una
mejoria de la calidad del tejido 6seo medida por BMSi (205) que no se ve en la
DXA ni en el TBS, lo que hace surgir la hipotesis de que los cambios en la DMO

y en la microestructura 6sea pueden estar regulados por vias diferentes:

En primer lugar, los cambios en la calidad 6sea son mas dinamicos y precoces
que los observados en la DMO. Asi en estudios llevados a cabo en pacientes
expuestos a GC, el BMSi detecta alteraciones en el hueso en las primeras
semanas de tratamiento, antes de que la DXA experimente algin cambio,
probablemente porque detecta microfracturas generadas por el GC, que puedan
ser finalmente las causantes de la fractura precoz, mas que la pérdida de DMO
(13).

En segundo lugar, creemos que en esta discrepancia entre DMO y BMSi, tiene
vital importancia el compartimento molecular. Debemos recordar que el hueso
es un tejido complejo formado por una matriz de colageno organizada en
estructuras jerarquicas de heterodimeros de colageno |, flanqueados en ambos
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extremos de la fibra por telopéptidos lineares y que se interconectan mediante
enlaces enzimaticos y no enzimaticos (206). Se ha demostrado que el colageno
I, que compone >90% de la matriz organica y especialmente el tipo de enlaces
del mismo, influye en el calidad tisular 6sea y es importante para preservar sus
propiedades (207-211); asi la reducciéon de dichos enlaces produce un aumento
de la fragilidad 6sea (212) como se demuestra en hueso joven con latirismo
parcial (213) (intoxicacion secundaria a la ingesta de almortas, legumbre rica en
aminoéacidos), donde el descenso del 10% de los enlaces de colageno produce
un descenso del 15% del strength mecanico. En un estudio conducido por Basen
(214), en hueso esponjoso de cuerpos vertebrales en muestras de autopsias, se
demuestra que el tipo de enlaces de las fibras de colageno, contribuyen de forma
significativa a la prediccion de las propiedades mecanicas 0seas, apoyando asi,
como en otros estudios (215, 216) que el 20-30% de la variacion en la rigidez y
la calidad del hueso no se debe a la densidad del mismo. En modelos de sepsis
en roedores, se ha observado que la inflamacién conduce a la reduccién de la
calidad 6sea en las primeras 24h (pero sin cambios en la DMO) y que esto muy
probablemente se debe no al aumento del remodelado, sino a la pérdida de los
enlaces de coldgeno (217). Daumer et al. también sugieren que el stress
oxidativo inducido por condiciones inflamatorias tiene una influencia directa
sobre dichos enlances (218). Ademas, otros trabajos han sugerido que la
conformacion de dicha matriz de colageno puede tener un efecto regulador sobre

las diferentes células de la estirpe 6sea (219, 220).

Nuestra propuesta es que la pérdida de los enlaces de colageno inducida por el
estatus inflamatorio, explicaria la disminucion de la calidad 6sea pre-TAR y la
mejoria de ésta, tras 48 semanas de tratamiento, permitiria las condiciones
adecuadas para la hidroxilacion y el reestablecimiento de los enlaces de

colageno.

En cuanto al status inflamatorio, como era previsible, la ausencia de TAR
conllevé mayor inflamacion en los pacientes VIH, en comparacion a los controles,
con niveles séricos de PCR, VSG y receptor soluble 1 TNF-a significativamente
mayores. Sin embargo, en este estudio los pacientes VIH mantuvieron valores

significativamente inferiores de IL-17A, que, aunque a las 48 semanas
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aumentaron, nunca llegaron a igualar los valores de los controles. Esto puede
deberse a que la infecciébn aguda por VIH (y también por SIV) (221) produce
pérdida de linfocitos Th17 (222, 223), lo que a su vez facilita la translocacién
microbiana que media parcialmente, en la activacion inmune cronica (224, 225)
y que se acompafa de la pérdida de expresion de IL-17A. Entre los mecanismos
causantes del descenso de Th17 se propone, por un lado, la expresion por parte
de Th1l7 de CCR5 (correceptor del virus) (226) y la sobreexpresion de varios
genes contraregulatorios (227-229). A pesar de que se observa una
recuperacion de Th1l7, tras inicio de TAR, ésta suele ser parcial y parece que
nunca llega a ser del 100% (230, 231), lo que también explica el leve ascenso
de IL-17 tras tratamiento, pero con niveles inferiores a la de los controles no VIH.

En la actualidad se sabe que el ascenso de viremia que sigue a la infeccion por
VIH comporta un ascenso rapido de algunas citoquinas como, IL-15, TNF-q,
MCP-1y mas lento de otras como IL-6, IL-8, IL-18 e IL-10 (232). En nuestro caso,
tras inicio de TAR los pacientes VIH exhibieron valores inferiores a los de los

controles de IL-8, IFN-yy receptor soluble TNF-a.

En el caso de la IL-8, diversos estudios demuestran que esta interleuquina juega
un papel importante en el reclutamiento de CD4 a los ganglios linfaticos, durante
la fase aguda de la infeccién, proporcionando nuevas dianas al virus para su
replicacion (233), con niveles elevados tanto en suero como en tejido linfatico
(234). Parece ser ademas que el patron feno y genotipico de IL-8 esta
claramente aumentado en pacientes con infeccidén no tratada o no controlada, en
comparacion a los pacientes en TAR con control virémico y a los LTNP (235). Es
decir, el TAR disminuye los niveles de IL-8.

De la misma forma, a pesar de encontrar datos discordantes en la literatura en
relacion a IFN-y (236-239), encontramos un descenso del mismo post-TAR. Es
de especial relevancia el papel que esta citoquina tiene sobre el hueso, dado que
en condiciones de infeccion Osea la secrecion de IFN-ypor parte de los Thl
inhibe fuertemente la diferenciacibn de los precursores osteoclasticos por
bloqueo de la via de sefializacion RANK/RANKL (240, 241), es decir que el
descenso de sus niveles puede ser uno de los muchos implicados en el descenso

de DMO tras inicio del TAR.
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Finalmente, también se observdé un marcado descenso de sTNF-R1, lo que
indica una correcta respuesta al TAR y una clara mejoria de la inflamacion, dado
gue en diferentes estudios se ha demostrado que los valores mas elevados de
STNF-R1 se relacionan con peores evoluciones tanto en pacientes VIH en TAR
(242) como en controladores de élite, en los que se ha demostrado que son
predictores de descenso de CD4 (243). En cuanto al impacto éseo de este
descenso de sTNF-R1, hay que tener en cuenta, que los datos son, de nuevo,
discordantes; mientras que algunos estudios demuestran una correlacion
positiva entre STNF-R1 y descenso de DMO (244) en otros, no existe (245).
TNF-a induce, a través de sSTNF-R1, la diferenciacion de células madre
monociticas a osteoclastos, pero parece que esto depende de la regulacién de
otros factores (246). Estas discrepancias, dejan patente que el turnover 4seo es
un proceso complejo, multifactorial, influido por multiples elementos, de cuyo

balance también depende el resultado final.

En cuanto a los marcadores de remodelado 6seo, PINP, CTX y FAO,
experimentaron, como en otros estudios (247-250) un aumento tras 48 semanas
de TAR. Normalmente, los pacientes VIH en TAR presentan un aumento de los
marcadores de remodelacion ésea, entre las primeras 12-48 semanas de TAR,
seguido de una fase plateau que se mantiene durante afios (251). Ademas los
regimenes que contienen TDF, se asocian a valores mas altos de P1INP, CTX,

osteocalcina y FAO en comparacion a pautas libres de TDF (187, 252).

En contrapartida, el tratamiento produjo un descenso a las 48 semanas de Dkk1
y eslcerostina, datos que también se han visto en otros trabajos. A pesar de que,
en los pacientes VIH, hay datos discordantes en cuanto a la esclerostina (253,
254), creemos que los datos de este trabajo son congruentes por un lado con el
aumento de PTH, que como se ha comentado previamente tiene un efecto
inhibitorio sobre la misma, y en segundo lugar, con los avances en el
conocimiento de la via Wnt y del papel inhibitorio de esclerostina sobre la
formacion ésea a través del antagonismo directo sobre los receptores LPR5/6
(255), tal como sucede con los nuevos anticuerpos antiesclerostina como
Romosozumab, disefiados para el tratamiento de la osteoporosis (256).

Asimismo, otros estudios plantean también el papel que DKK1 tiene sobre la
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pérdida de DMO inducida por VIH, dado que su sobreexpresion exacerba el
efecto inhibitorio de la glicoproteina gpl20 sobre la diferenciacién y la
funcionalidad de los osteoblastos (257). El planteamiento es que el descenso de
ambos antagonistas de la via Wnt tras inicio, puede permitir, a la larga, la

estabilizacion de la DMO.

Como limitaciones del estudio encontramos:

-Se trata de estudios conducidos en 1 solo centro.

-La muestra poblacional es pequefia y el tiempo de duracion limitada.

-La microindentacion es una técnica nueva que precisa de mas tiempo y mas
centros con experiencia de cara a valorar su implementacion y su utilidad en el
asesoramiento del riesgo de fractura. Por el momento solo disponemos de

estudios aislados, por lo que falta una curva de normalidad de dicha técnica.

-Los pacientes se sometieron a un solo régimen de TAR, lo que hace que lo que
puede ser aplicable para el utilizado en este estudio (TDF/FTC/EVG/COBI),

pueda no serlo para otras pautas.

-No se han evaluado los siguientes parametros analiticos: fosfaturia que tiene un
valor predictivo en la valoracion del dafio renal y éseo inducidos por TDF, ni
tampoco se ha valorado en la toma de muestras de vitamina D, la estacionalidad

o la influencia de la dieta sobre la misma.

En resumen, la restauracion del sistema inmune tras inicio de TAR y su influencia
indirecta en vias como Wnt, puede mejorar la calidad 6sea. A pesar de que el
papel del TAR sobre los marcadores de remodelado 6seo es incierto, parece ser
opuesto entre BMSi y DMO/TBS, pudiendo explicarse la mejoria de la calidad

Osea por la influencia de la inflamacion sobre la transcripcion proteica.
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VII CONCLUSIONES

La mejoria del patron de inflamacién secundaria al control inmune tras inicio del
tratamiento antiretroviral, provoca una mejoria de la calidad 6sea, a pesar de que

es conocido que el TDF induce descenso de la densidad mineral 6sea.

Los cambios microambientales 0seos, tras el control de la inflamacion, justifican
una mejoria secundaria de la calidad del hueso al favorecer la formacion de
puentes de colageno de forma mas precoz que la mejoria de la densidad mineral
0sea, lo que sugiere que los cambios en la DMO y en la microestructura dsea

estan regulados por vias diferentes.

La via Wnt juega un papel fundamental en la regulacion del hueso en individuos

infectados por el VIH.

La informacién ofrecida por la DXA no valora adecuadamente el riesgo de
fractura en pacientes VIH, por lo que se deben introducir nuevas herramientas

como la microindentaciéon en la valoracion de su salud Osea.
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VIII LINEAS DE FUTURO

De los resultados que se han observado en estos estudios se desprende la
importancia que tiene el inicio del tratamiento antiretroviral en pacientes con
infeccion por VIH a nivel 6seo. Aunque este estudio se ha basado en una Unica
pauta de TAR (TDF/FTC/EVG/COBI), creemos que este beneficio es extensible
a cualquier pauta, por lo que en la actualidad estamos valorando, el
comportamiento 6seo con otras pautas de TAR, basadas en NRTis diferentes a
TDF.

Asimismo, hay que tener en cuenta que los pacientes VIH, como pacientes con
otras entidades clinicas, no son homogéneos y presentan comportamientos
diferentes. Asi encontramos, progresores lentos, controladores de élite y
pacientes inmunodiscordantes. Todo esto hace que nos planteemos evaluar la
salud 6sea de los diferentes grupos, con la intencién de mejorar e individualizar
las medidas terapéuticas y/o preventivas en cuanto al hueso, en dichos

pacientes.

De los estudios llevados a cabo, asi como de la literatura revisada, se desprende
la posibilidad que el comportamiento molecular del coldgeno, influenciado por la
condicion inflamatoria subyacente al virus y al tratamiento antiretroviral, tenga un
papel directo sobre la calidad del hueso. Es por ello que esta en proyecto el
desarrollar, en un futuro proximo, estudios para evaluar el comportamiento del

colageo en estos pacientes.

Finalmente, dado lo insuficiente de la DXA en el asesoramiento del riesgo de
fractura en la poblacion VIH y la falta de datos para normalizar la
microindentacion en esta misma comunidad, creemos necesario el desarrollo de
estudios multicéntricos, con un reclutamiento mayor de pacientes para validar la

técnica de microindentacion en pacientes VIH.
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CONSIDERACIONES ETICAS
HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE
CONSENTIIMIENTO INFORMADO

BECAS Y FINANCIACION
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Consideraciones éticas

Ambos estudios fueron aprobados por el comité de ética del Parc de Salut Mar y

llevados a cabo de acuerdo con la Declaracion de Helsinki:
N° del comité de ética para el estudio 1: 2013/5250/I
N° del comité de ética para el estudio 2: 2016/6803/I

Todos los pacientes incluidos fueron previamente informados, y tras la lectura de
la informacion relativa al estudio (SE ADJUNTA EN LOS ANEXOS
DOCUMENTACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO) y habiendo
contestado todas las posibles dudas, firmaron consentimiento informado.

La informacidén concerniente a los pacientes fue tratada con confidencialidad,
anonimizando los datos de todos los participantes, de acuerdo con la legislacién
espafiola vigente y a las normas de proteccion de datos internacionales.
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HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

TITULO DEL PROYECTO: Estudio de la toxicidad 6sea en el paciente VIH
por medio de la microindentacion y su relacibn con marcadores
inflamatorios.

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Dr. Robert Guerri Fernandez
Centro/Hospital: Hospital del Mar. Barcelona

En el Parc de Salut Mar igual que en la mayoria de hospitales, ademas de la
asistencia a los pacientes, se realiza investigacion biomédica. La finalidad de
esta investigacion es progresar en el conocimiento de las enfermedades y en su
prevencion, diagnostico, prondstico y tratamiento.

El desarrollo de un proyecto de investigacion biomédica lleva implicito la
utilizacion de muestras biologicas asociadas a la patologia objeto de estudio. En
este sentido las muestras obtenidas para el diagndstico o control de las
enfermedades, una vez utilizadas con esta finalidad, resultan también utiles y
necesarias para la investigacion. De hecho, muchos de los avances cientificos
obtenidos en los ultimos afios en medicina son fruto de este tipo de estudios. Sin
embargo hay ocasiones en que estas muestras sobrantes son insuficientes y es
necesario obtener alguna pequefia muestra adicional.

De acuerdo con las normas de bioética y la legislacién vigente, solicitamos su
autorizacion para utilizar en investigacion la informacién clinica y el material
bioldgico sobrante de las pruebas que, como parte del actual proceso asistencial,
se le han realizado o se le van a realizar en el Hospital del Mar y obtener una
pequefia muestra de sangre, junto con la realizacion de una prueba sencilla,
llamada microindentacion, para evaluar la calidad 6sea.

Siguiendo lo establecido por la Ley 14/2007, de Investigacion Biomédica, la Ley
Orgénica 15/1999, de Protecciéon de Datos Personales, y sus normas de
desarrollo, le solicitamos que lea detenidamente este documento de informacion
y el consentimiento informado que se le adjunta al final para su firma.
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Informacidn especifica del Proyecto de Investigacion

Se esta desarrollando un proyecto de investigacion con el objetivo de evaluar la
calidad 6sea en pacientes con infeccion VIH. Asimsimo, se trata de establecer la
relacion del deterioro de dicha calidad 6sea con la inflamacion subyacente a la
propia infeccion.

El titulo del proyecto es Estudio de la toxicidad 6sea en el paciente VIH por
medio de la microindentacién y su relacion con marcadores inflamatorios

El responsable de este proyecto es el Dr. Robert Guerri Fernandez y tanto él
como su equipo se hallan vinculados al Hospital Universitario del Mar y al Institut
Mar d’Investigacio Médica (IMIM).

Este proyecto ha sido aprobado por el Comité de Etica de Investigacion Clinica
del Parc de Salut Mar.

Muestras biologicas sobrantes e informacion asociada: Se guardara y
dispondra de la informacién clinica y el material biolégico sobrante que se haya
obtenido durante el proceso asistencial (muestras de sangre, liquidos bioldgicos
y/o tejidos) sin que esto represente ningun perjuicio para usted.

Obtenciéon de muestras adicionales: Se guardard y dispondra de la
informacion clinica y el material biologico sobrante que se haya obtenido durante
el proceso asistencial (muestras de sangre, liquidos biologicos y/o tejidos) sin
que esto represente ningun perjuicio para usted.

También se realizarad una determinacién de la densidad mineral 6sea mediante
una densitometria ésea y una determinacion de las caracteristicas mecanicas
del hueso mediante microindentacion.

Inconvenientes vinculados a la donacién: ocasionalmente se puede producir
un hematoma en la zona de puncién como complicacion del procedimiento de
extraccion sanguinea o de la microindentacion.

Una vez finalizado el proyecto, el material bioldgico sobrante pasara a formar
parte del Banco de Muestras Biologicas del Parc de Salut Mar (MARBIiobanc).
Este banco de muestras es un establecimiento autorizado que acoge
colecciones y garantias de calidad y seguridad que exige la legislacion vigente.
La investigacion se realizara en instalaciones debidamente acondicionadas para
ello del PSMAR o de otras instituciones de investigacion colaboradoras o que lo
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soliciten oficialmente al MARBIobanc (articulo 69.2 de la Ley 14/2007, de 3 de
Julio, de Investigacion Biomédica).

Cualquier estudio de investigacion para el que se solicite la utilizacion de estos
datos o muestras deberéa disponer siempre de la aprobacion del Comité Etico de
la Investigacion (CEIC/CEI) del PSMAR. Este Comité vela para que los
investigadores desarrollen sus estudios siguiendo siempre las mas estrictas
normas éticas y legales.

Para dar su consentimiento hace falta que esté informado de lo siguiente:

1)

Si usted firma esta autorizacion de cesion:
a. La informacion clinica y el material biologico excedente de su
proceso asistencial
b. y el material biolégico excedente del proyecto de investigacion
y los datos obtenidos

pasaran a formar parte y seran custodiados por el Banco de Muetras
Bioldgicas del Parc de Salut Mar (MARBIobanc)

2)

3)

4)

5)

6)

7
8)

Este material biolégico excedente que usted cede se utilizar4 Unicamente
para proyectos de investigacion, tanto del propio centro como otros
centros externos, nacionales o internacionales, que hayan sido aprobados
previamente por los Comités Etico y Cientifico del Biobanco.
La finalidad de estos proyectos cientificos es la de progresar en el
conocimiento de las enfermedades (prevencion, diagnostico, prondstico
y/o tratamiento), y ser Utiles para futuros pacientes. En algunos casos
estos proyectos pueden incluir analisis genéticos.
La cesion de las muestras bioldgicas que usted realiza es gratuita y su
donacién, voluntaria.
Las muestras se conservaran codificadas y se utilizaran siempre de forma
confidencial.
Si usted lo solicita, el MARBIobanc podra proporcionarle informacién
sobre los estudios de investigacion en los que se hayan utilizado sus
muestras y sobre los resultados genéricos de estas investigaciones asi
como también, si se obtuvieran, datos sobre su salud y la de sus
familiares.
Si decide firmar este consentimiento, también podra revocarlo libremente.
En caso de producirse un eventual cierre del MARBIobanc la informacién
sobre el destino de las muestras estara a su disposicion en el ‘Registro
Nacional de Biobancos'.
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S| TIENE CUALQUIER DUDA en relacion con este consentimiento, pregunte al
personal sanitario responsable que le ha comunicado esta informacion o bien al
investigador principal de este proyecto de investigacion. Asimismo, si usted lo
desea, puede consultar sus dudas a su médico. Para cualquier informacion sobre
el Biobanco, puede dirgirse a la direccion que figura al pie de este documento o
a la web del MARBIobanc (http://marbiobanc.imim.es/).

Si HA ENTENDIDO la informacion que se le ha proporcionado, ha resuelto
cualquier duda que pudiera tener y decide colaborar con el proyecto de
investigacion en los términos antes explicados, por favor rellene y firme en la
pagina de detras el denominado CONSENTIMIENTO INFORMADO Y LLEVESE
COPIA DEL MISMO.

Direccion a través de la cual puede pedir informacion o revocar o modificar su
consentimiento:

Investigador principal: Dr. Robert Guerri-Fernandez
IMIM-Instituto Hospital del Mar de Investigaciones Médicas
Parc de Salut Mar

Dr. Aiguader 88

08003 Barcelona
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Documento de CONSENTIMIENTO INFORMADO para la utilizacién de DATOS
CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EN EL PROYECTO DE INVESTIGACION

BIOMEDICA Estudio de la toxicidad 6sea en el paciente VIH por
medio de la microindentacion y su relacion con marcadores
inflamatorios.

Y SU POSTERIOR CONSERVACION EN UN BIOBANCO.

Nombre:
DNI: NHC: Copia 1
Fecha de nacimiento: Edad:

EL QUE SUSCRIBE, una vez leida la informacion adjunta y tras haberlo
comentado con el profesional sanitario responsable,

AUTORIZA a que se le extariga una muestra de sangre

AUTORIZA a guardar y utilizar con fines cientificos los datos clinicos y el
material biolégico sobrante obtenidos durante su proceso asistencial con la
finalidad de llevar a cabo proyectos de investigacion biomédica, siempre que
éstos cuenten con la aprobacion perceptiva del Comité Etico de Investigacion
Clinica (CEIC) y del Comité Cientifico del Biobanco, del Parc de Salut Mar.

I-. Autoriza a que se le comunique informacion o datos genéticos relevante que
pudiera afectar a su salud o a la de algun familiar, derivada de la investigacion
llevada a cabo (Articulo 49.2 de la Ley 14/2007, de Investigaciéon Biomédica)!

[I-. Autoriza a que el material biol6gico sobrante del proyecto de investigacion
descrito y de las pruebas diagndsticas o terapéuticas e informacién clinica
asociada pueda ser cedida al Biobanco y pueda ser utilizada en proyectos de
investigacién de otros centros nacionales y/o internacionales siempre que éstos
cuenten con la aprobacién perceptiva del Comité Etico de Investigacion Clinica
(CEIC) y del Comité Cientifico del Biobanco, del Parc de Salut Mar.

[1l-. Autoriza a ser contactado en el caso de necesitar mas informacion o
muetsras bioldgicas adicionales.
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Si desea incluir restricciones al uso de sus muestras, especifique cuales:

Barcelona, a de de 20

Firma del paciente/tutor o representante legal (tachar lo que no proceda)
Sr/Sra.

DNI ndm: Firma:

Firma del Profesional responsable de informar al donante
Sr/Sra.

DNI ndm: Firma:

1 Articulo 49.2. Derecho a la informacion o derecho a no ser informado. Cuando un sujeto fuente
haya ejercido el derecho a no ser informado de los resultados de un andlisis genético sélo se
suministrara la informacion que sea necesaria para el seguimiento del tratamiento prescrito por el
médico y aceptado por el paciente. Cuando esta informacién sea necesaria para evitar un grave
perjuicio para la salud de sus familiares biolégicos, se podra informar a los afectados o a su
representante legalmente autorizado. En todo caso, la comunicacion se limitard exclusivamente a

los datos necesarios para estas finalidades.
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