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Introduccid

1. IMPORTANCIA DE L’EPIDEMIA PEL VIH

L’any 1981 es van diagnosticar els primers casos de sindrome d’immunodeficiéncia adquirida

(SIDA) als Estats Units i el 1983 es va aillar el virus de la immunodeficiéncia humana (VIH) a

partit de teixit limfatic d’un pacient infectat (1). Desde aleshores la infeccio pel VIH s’ha extés de

manera exponencial per tot el moén i suposa una pandémia amb importants repercussions socials i

economiques. Més de 60 milions de persones s’han infectat pel virus i ha arribat a representar una

de les causes més importants de mort en tot el mon, especialment en paisos en desenvolupament.

Merce als importants avengos en els camps de la prevencié i del tractament, en molts paisos

1’epidémia s’ha estabilitzat (Figura 1), tot i que en determinades zones d’Asia i paisos de I’ex-Unio6

Soviética encara s’observa un increment important de la incidéncia de nous casos d’infecci6 pel

VIH. L’any 2008 s’estimava que uns 33.4 milions de persones estaven infectades pel VIH, 2.57

milions de persones es van infectar i 2.0 milions de persones van morir de SIDA en tot el mon. A

1’ Africa es concentra el 67% del pacients infectats pel VIH i el 72% de les morts de SIDA a nivell

mundial (2). A Catalunya tant la incidéncia de nous casos de SIDA com el nimero de morts per

SIDA ha disminuit progressivament desde 1995, com mostra la figura 2 (3).

Figura 1. Dades epidemiologiques de la infeccid pel VIH a nivell mundial (extret de: ONUSIDA

2009)

Global estimates 1990-2008

Number of people living with HIV Adult (15-49) HIV prevalence (%)
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imillions)
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Source: UNAIDS/WHO.
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Figura 2. Evoluci6 anual de la incidéncia i prevalenca de casos de SIDA a Catalunya (extret
CEESCAT 2009).
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2. ETIOPATOGENIA DE LA INFECCIO PEL VIH

2.1. Estructura del VIH
El VIH és un virus que pertany a la familia Retroviridae. La principal caracteristica d’aquesta
familia és que conté un enzim anomenat transcriptassa inversa (TI) capa¢ de sintetitzar acid

desoxiribonucleic (ADN) proviral a partir de 1’acid ribonucleic (ARN) viral en la c¢l-lula hoste (4).

El VIH
El VIH és una particula esférica de 80 a 100 nm de diametre (Figura 3). Esta formada per les

seglients estructures:
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- Envoltura lipidica-proteica: bicapa lipidica que prové de la cel-lula hoste on s’inserten les
glicoproteines transmembrana virals gp120 i gp41 mediadors de la interaccio virus-cel-lula hoste i
antigens d’histocompatibilitat I i II de la cél-lula hoste.

- Matriu: formada per la proteina p17

- Capsida: formada per la proteina p24

- Nucleocapsida: conté el genoma del virus que esta constituit per ARN, nucleoproteines i enzims

virals (retrotranscriptassa, proteassa, integrassa)

Vif, Vpr, Nef and p7

gp120
Docking

Glycoprotein
Lipid
Membrane
gp41
Transmembrane
Glycoprotein

Figura 3. Estructura del VIH
(extret de: US Nacional Institutes
of Health)

Integrase

Viral RNA
Genome

Genoma viral

El genoma del VIH esta constituit per dues copies d’ARN monocatenaries de polaritat positiva, de
9.6 kilobases de longitud (Figura 4). Esta format per nou gens, tres dels quals codifiquen per a
proteines estructurals (gens gag, pol i env), dos codifiquen per a proteines reguladores (gens tat i
rev) i quatre ho fan per a proteines accessories (gens vpu, vpr, vif i nef). El gen gag codifica per a
les proteines estructurals de la matriu, la capside i la nucleocapside. El gen pol codifica pels
enzims virals: proteassa, transcriptassa inversa, integrassa i ARNassa. El gen env codifica per a les
glicoproteines de 1’embolcall: gp41 i gp120. Les proteines reguladores i accessories sén molt

importants ja que controlen 1’expressio virica, la infectivitat i la interacci6 virus-cel-lula (4).
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Figura 4. Genoma del VIH i proteines que codifica.
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2.2. Cicle biologic del VIH
El cicle biologic del VIH s’esquematitza a la Figura 5 1 es divideix en dues fases (4,5):
A) Fase inicial: entrada del virus a la cél-lula hoste i culmina amb la integracié del ADN viral
en el genoma de la cél-lula hoste.
B) Fase tardana: inclou la transcripcio del genoma viral, la sintesi i processament de proteines,
el seu ensamblatge i la sortida dels nous virus.
El seu coneixement ha permes el desenvolupament d’un ampli arsenal terapeutic pel tractament de
la infeccid pel VIH (5).

A continuaci6 es descriuen les diferents fases del cicle biologic del VIH.

A) Fase inicial

- Entrada del VIH a la cél'lula hoste: es realitza mitjangant la uni6 de la gp120 del VIH amb el
receptor CD4 de la cel-lula hoste. Aquest fet provoca un canvi conformacional que permet la
interacci6 amb els correceptors CCR5 i/o CXCR4. A resultes d’aixo, la gp41 és exposada i es
produeix la interacciéo del péptid de fusi6 amb la membrana cel-lular i posterior fusié de la

membrana viral i la membrana de la cé¢l-lula hoste amb la internalitzacioé de la capsida.
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- Transcripcié inversa: consisteix en la sintesi d’una doble cadena d’ADN (ADN proviral) a
partir de I’ARN viral mitjancant la TL. Es necessari que la cél-lula hoste estigui activada en la fase
G1 del cicle cel'lular.

- Integracié: I’ADN proviral constituit s’uneix a factors virals i cel-lulars formant el complexe de
preintegracio. Aquest és transportat al nucli cel-lular on s’integra al genoma de la cél-lula hoste
mitjancant la integrassa, constituint la forma proviral del VIH. El virus es pot mantenir en estat
latent, replicar de manera controlada o iniciar una replicacido massiva amb la lisi de la ce¢l-lula

hoste.

B) Fase tardana

- Transcripcié del genoma viral: consisteix en la transcripcié de I’ADN proviral en ARN
missatger (ARNm). Aquest pas depén d’una série de factors cel-lulars, essent el més important el
factor NF-kB, complexe que esta activat en els limfocits actius (6). Altres factors cel-lulars
associats a I’estat de laténcia son la proteina Murr-1 i ’APOBC3G, aquest darrer és un factor de
restriccid cel-lular que no permet la replicaci6 viral (7).

- Transport i traduccié: L’ARNm ¢és transportat al citoplasma. Als ribosomes de la c¢l-lula hoste
té lloc la traducci6 de I’ARNm, sintetitzant-se les proteines virals. La proteina viral Rev intervé en
aquest proces.

- Processament de proteines, ensamblatge i sortida dels nous virus: en el processament de les
proteines virals intervenen la proteassa viral i les proteines Vif i Vpu. La maduraci6 final dels
virions i ’ensamblatge correcte de les proteines es produira durant el procés de gemacio del virus a
través de la membrana cel-lular, formant-se una particula viral madura. En aquesta fase intervenen

diversos factors cel-lulars (8).
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Figura 5. Cicle biologic del VIH i enzims diana de les families de farmacs antiretrovirals (extret
de: Byer/Shalnberg/Galliano Dimensions of Human Sexuality. 5° Copyright 1999).
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2.3. Processos patogénics induits pel VIH

El VIH penetra en les cel-lules que en la seva superficie expressen el receptor CD4 i que son
majoritariament els limfocits T col-laboradors i les cel-lules del sistema mononuclear-fagocitic. La
principal conseqiiéncia de la infeccid pel VIH és la destruccid dels limfocits CD4, fet que provoca
una limfopénia progressiva i greu que sera la responsable de les infeccions oportunistes que
acabaran patint els pacients. La limfopénia es produeix en gran part per la destruccié directa del
limfocits CD4 durant la replicacié viral. Altres mecanismes indirectes de limfopénia serien:
mecanismes immunitaris, apoptosi per accid de proteines virals, bloqueig en la regeneracid
limfocitaria, alteracions en la redistribucié limfocitaria i hiperactivacid i esgotament del sistema
immune.

La resposta immunitaria que provoca la infeccido pel VIH és humoral i cel-lular. La resposta

humoral, malgrat ser intensa, t€ una escassa capacitat neutralitzant. La resposta cel-lular és duta a

8
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terme pels limfocits T col-laboradors i limfocits CD8 citotoxics i esdevé essencial per contenir la
replicacio viral en els estadis inicials de la malaltia. Ambdos tipus de resposta acaben claudicant en
fases avancades de la infeccio, produint-se una davallada massiva del sistema immune degut a una

replicacié viral accelerada (9).

3. TRACTAMENT ANTIRETROVIRAL DE GRAN ACTIVITAT (TARGA)

3.1. Antecedents historics

El 1987 es va comengar a utilitzar el primer farmac antiretroviral per a tractar la infeccié pel VIH,
la zidovudina (AZT), un inhibidor nucleosid de la transcriptassa inversa (INTI) (10). Aquest
farmac (i tots els membres de la familia) actua bloquejant la transformacié de ARN viral en ADN
proviral (11). El tractament de la infeccid pel VIH amb un sol farmac (monoterapia), aviat es va
mostrar com a poc eficag per al tractament de la infeccié cronica. Pocs anys més tard es va poder
disposar de més antiretrovirals: didanosina (ddI), zalcitabina (ddC), estavudina (d4T) i lamivudina
(3TC), tots pertanyents a la mateixa familia que ’AZT. En aquesta ¢poca (1990-1995), I’estandar
del tractament antirretroviral consistia en la utilitzacio de dos d’aquests farmacs (biterapia). Si bé
durant els primers mesos de tractament la resposta a la biterapia fou millor que a la monoterapia, la
majoria de pacients acabaven presentant un fracas terapéutic (12). L’any 1996 es comenga a poder
disposar de saquinavir, el primer membre d’una nova familia de farmacs antiretrovirals,
anomenada inhibidors de la proteassa (IP). El seu mecanisme d’acci6 és el bloqueig de la formacio
de noves particules de VIH infeccioses en la cel-lula infectada a I’inhibir ’accid de la proteassa del
VIH (13). Mitjancant 1’addicié d’un IP a la combinacié de dos inhibidors de la transcriptassa
inversa es va poder oferir per primera vegada als pacients amb infeccio pel VIH un tractament
realment efectiu i aquest fet ha canviat de manera drastica la historia natural de malaltia. Aquest
esquema terapeutic, anomenat tractament antiretroviral de gran activitat (TARGA) va permetre un
important augment de la supervivencia i una disminucié del risc d’infeccions oportunistes (14).

Posteriorment s’han afegit a aquest arsenal terapeutic altres families d’antiretrovirals, com els
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inhibidors de I’entrada (15) i els inhibidors de la integrassa (16). Amb el TARGA s’aconsegueix
una supressio de la replicacid viral sostinguda en la majoria de pacients tractats, perd no la seva
eliminacié, pel que avui en dia, la seva administracié ha de ser continua i de per vida (17).
L’objectiu del TARGA ¢és suprimir al maxim la replicaci6 del VIH amb la finalitat de permetre que
el sistema immune no nomes deixi de deteriorar-se, sind que es recuperi.

Dos aspectes de gran importancia, que poden limitar 1’eficacia del TARGA a llarg termini, son la
toxicitat i D’apariciéo de resisténcia als farmacs. La toxicitat sera detallada més endavant. La
resisténcia als farmacs antiretrovirals que apareix en els curs d’un tractament és degut a la
combinacié de 2 factors: per un costat la manca de supressid virologica sota un tractament
farmacologic (per mala adheréncia, baixa poténcia del tractament, interaccions
farmacologiques....), i per un altre la gran variabilitat genética del virus. Aquesta és deguda a
Ialta taxa d’error de la TI i a I’extraordinaria taxa de replicacio del virus (de 1’ordre de 10'° cada
dia). En aquesta situacié poden aparéixer a 1’atzar mutacions en els gens que codifiquen per a les
proteines de les dianes terapeutiques que interfereixen amb 1’acci6 del farmac i, si s’administra el
farmac antiretroviral, pot tenir lloc la seleccio de la variant mutada, que amb el temps pot arribar a

constituir-se com la poblacid majoritaria de I’hoste (18).

3.2. Farmacs antiretrovirals
En DP’actualitat disposem de 24 farmacs antiretrovirals comercialitzats agrupats en 5 families que
actuen en les diferents fases del cicle biologic del VIH (5). A la Taula 1 estan reflectits, agrupats

per families i dianes terapéutiques.

Inhibidors nucleosids/nucleotids de la transcriptassa inversa (INTI)

El mecanisme d’accid6 comu a tots ells és competir amb els nucleodsids naturals en la seva
incorporacio a la cadena d’ADN viral. Una vegada s’incorporen a la cadena d’ADN, donat que no
tenen el grup 3’hidroxil en la seva ribosa, es produeix una finalitzacio preco¢ de la seva extensio.

Requereixen ser fosforilats en el citoplasma de la cél-lula per ser actius (11).

10
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Inhibidors no nucleosids de la transcriptassa inversa (INNTI)
Aquests farmacs s’uneixen a la TI en un lloc proper al centre catalitic de I’enzim, i provoquen un

canvi conformacional en 1I’enzim que redueix la seva activitat enzimatica (19).

Inhibidors de la proteassa (IP)
Actuen bloquejant ’escisio de les poliproteines gag i pol, de tal manera que es generen particules

virals immadures i sense capacitat infectiva (20).

Inhibidors de I’entrada

Actualment n’hi ha de dos tipus disponibles:

- Inhibidor de la fusi6: I’enfuvirtide és un peptid que s’uneix al domini HR1 de la gp4l de
I’envoltura del VIH, interferint en el seu canvi de conformacié i impedint la fusié entre la
membrana viral i la cel-lular (16).

- Inhibidor del coreceptor CCRS: el maraviroc és un inhibidor selectiu del coreceptor CCRS que

actua bloquejant la fusié del VIH a la membrana cel-lular (21)

Inhibidors de la integrassa

El raltegravir actua inhibint 1’activitat catalitica de la integrassa viral evitant la insercié covalent o

integraci6 del genoma viral al genoma de la cel-lula hoste (16).

Taula 1. Farmacs antiretrovirals disponibles actualment.

Inhibidors Inhibidors Inhibidors Inhibidors
de la transcriptassa inversa de la proteassa de entrada de la integrassa
Analegs de nucleodsids | No Analegs de
nucleosids

Zidovudina(AZT) Nevirapina (NVP) | Saquinavir (SQV) Enfuvirtide Raltegravir (RTG)
Lamivudina (3TC) Efavirenz (EFV) Ritonavir (RTV) (ENF)
Emtricitabina (FTC) Etravirina (ETR) Indinavir (IDV) Maraviroc
Didanosina (ddI) Delavirdina (DLV) | Nelfinavir (NFV) MVCO)
Estavudina(d4T) Lopinavir (LPV)
Abacavir(ABC) Atazanavir (ATZ)
Tenofovir (TDF) Fosamprenavir (FPV)
Zalcitabina (ddC) Tripanavir (TPV)

Darunavir (DRV)

11
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3.3. Quan i com iniciar tractament antiretroviral

Les guies cliniques actualment vigents recomanen iniciar TARGA en els pacients simptomatics i
en aquells pacients assimptomatics que tenen una xifra de limfocits CD4 <350 c¢l/ul. Quan la xifra
de limfocits esta entre 350-500 cel/ul es recomana iniciar tractament en les segiients situacions:
cirrosis hepatica, hepatitis cronica per VHC, hepatitis B amb indicacio de tractament, carrega viral
plasmatica >10° copies/ml, proporcié de CD4 <14%, edat >55 anys, risc cardiovascular elevat i
nefropatia. Quan la xifra de limfocits és >500 cel/ul en general es recomana diferir I’inici del
tractament, tot i que es pot considerar en les mateixes situacions que els pacients amb 350-500
cel/ul. (22-24).

El TARGA actual d’inici consisteix en una combinaci6é diaria de 3 6 4 farmacs, generalment dos
INTI i, o bé un IP potenciat amb ritonavir (IP/r), o bé un INNTI. Existeixen unes combinacions
d’eleccio, definides en les diferents guies terapeutiques, en funcié de ’eficacia, efectes adversos i
comoditat d’administracié (Taula 2). Ademés alhora d’escollir una pauta de tractament també

s’haura de tenir en compte la comorbilitat del pacient i els costos dels farmacs (22-24).

Taula 2. Pautes preferents i alternatives per I’inici de TARGA en pacients naive. ( extret de la
referéncia 22). El TARGA es basa en la combinacié d’un farmac de la columna A, B i C.

PAUTES
A B C
Pautes preferents Tenofovir Lamivudina Efavirenz-Nevirapina
Abacavir Emtricitabina

Atazanavir/ritonavir QD
Darunavir/ritonavir QD
Lopinavir/ritonavir BID o QD
Fosamprenavir/ritonavir BID
Saquinavir/ritonavir BID

Raltegravir
Pautes alternatives Zidovudina Fosamprenavir/ritonavir QD
Didanosina Atazanavir
Fosamprenavir

QD: una vegada/dia; BID: 2 vegades/dia.
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3.4. Efectes adversos dels farmacs antiretrovirals

Els farmacs antiretrovirals s’associen a efectes adversos que poden presentar-se de forma aguda,

els primers dies o setmanes, o presentar-se a mitja-llarg termini, després de mesos o anys de I’inici

del seu consum. Els efectes adversos també es poden classificar com a farmac-especifics o grup-

especifics (Taula 3).

Taula 3. Efectes adversos més freqiients dels farmacs antiretrovirals.

Farmacs Efectes adversos farmac- especifics Efectes adversos grup-
especifics
INTI
Zidovudina Mielotoxicitat (anémia 1 neutropénia),
cefalea, intolerancia GI
Lamly gdlng Toxicitat mitocondrial
Emtricitabina S
. . . o .. Lipodistrofia
Didanosina Neuropatia  periferica,  toxicitat  GI,
hepatotoxicitat, pancreatitis, hiperuricémia
Estavudina Neuropatia periférica
Abacavir Reaccid d’hipersensibilitat
Tenofovir Nefropatia tubular, insuficiéncia renal
INNTI
Nevirapina Hepatitis
Efavirenz Simptomes neuropsiquiatrics Exantema cutani
Etravirina
1P
Saquinavir Augment de transaminases
Ritonavir Diarrea Intolerancia GI
Indinavir Nefrolitiasis, hiperbilirrubinémia Dislipemia
Nelfinavir Diarrea Resistencia a la insulina
Lopinavir Diarrea Lipodistrofia
Atazanavir Hiperbilirrubinémia Possible augment de sagnat
Fosamprenavir Exantema cutani, diarrea en hemofilics
Tripanavir Diarrea, alteracions del SNC (vertigen,
dificultat de concentracidé, enlentiment,
canvis d’humor)
Darunavir Exantema cutani
Enfuvirtide Reaccions locals lleu-moderades en el lloc
d’injeccid
Maraviroc Intolerancia GI, parestesia, disgeusia,
erupcid cutania, asténia.
Raltegravir Diarrea, nausees, cefalea

INTI: inhibidors nucleodsids de la transcriptassa inversa. INNTI: inhibidors no nucledsids de la transcriptassa
inversa. IP: inhibidors de la proteassa. Intolerancia GI: intolerancia gastrointestinal.
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A continuacid es descriuven de forma breu els efectes adversos més destacats dels farmacs

antiretrovirals agrupats per families.

INTI: La toxicitat mitocondrial sol aparéixer a mitja-llarg termini, i es pot manifestar en forma
d’hiperlactatémia/acidosis lactica, hepatotoxicitat, neuropatia periférica, miopatia, cardiomiopatia,
pancreatitis 1 lipoatrofia. La toxicitat mitocondrial és conseqiiéncia de la inhibici6 de la ADN-
polimerasa mitocondrial y de les c¢l-lules humanes per part dels INTI, sobretot el d4T, ’'AZT i la
ddI (25).

La reaccié d’hipersensibilitat a ABC es presenta entre el 5-8% dels pacients, sol aparéixer durant
les primeres 6 setmanes de tractament i pot ser molt greu, inclus fatal. La clinica consisteix en la
preséncia de més d’un dels segiients simptomes o signes: febre, mialgies, simptomes respiratoris,
gastrointestinals i exantema. El tractament és la suspensio del farmac. Existeix un marcador
especific, el HLA-B*5701 que té un alt valor predictiu negatiu. Esta indicat realitzar el test HLA-
B*5701 abans d’iniciar un tractament que contingui ABC. Si el test és positiu esta contraindicat el
seu us (26).

La nefrotoxicitat associada a TDF té una incidencia baixa. Es tracta d’una disfuncié tubular renal
per acumulacié intracel.lular del farmac i es manifesta amb diferents tipus d’anomalies tubulars
(sindrome de Fanconi, secrecié inadequada de ADH), acompanyat d’una reducci6é del filtrat

glomerular. La retirada del TDF sol resoldre el quadre (27).

INNTI: L’exantema sol ser una erupcid cutania maculopapular lleu, perd pot arribar a evolucionar
a formes greus com el sindrome de Stevens-Johnson. L’hepatitis pot apareixer a curt plag, en les
primeres setmanes de tractament, i obeiria a un mecanisme immunoldgic o be més a llarg plag i
dependria d’un efecte toxic directe del farmac (28). Els simptomes neuropsiquiatrics associats a
efavirenz, afecten al voltant del 50% dels pacients i apareixen a I’inici del tractament, siguent en la

majoria dels pacients autolimitats (29).
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IP: De forma aguda poden provocar intolerancia gastrointestinal en forma de diarreas, nausees,
vomits, disconfort abdominal. A mitja-llarg termini s’associen a alteracions del metabolisme
lipidic (hipertrigliceridémia, hipercolesterolémia i disminucidé de lipoproteines d’alta densitat
(HDL)), resisténcia a la insulina (RI) i lipodistrofia (LD). Les caracteristiques d’aquesta toxicitat a

mitja-llarg termini, motiu de la present tesi, s’expliquen en el segiient apartat.

4. LIPODISTROFIA ASSOCIADA AL VIH

Les primeres publicacions de LD associada al TARGA sén de 1998 (30,31) i coincideixen en el
temps amb la introduccio6 dels IP, pel que inicialment es va pensar que aquests farmacs n’eren els
causants. Posteriorment es va veure, pero, que també es podia observar en pacients que mai havien
pres IP (32). Tot i que s’ha investigat molt, la seva etiopatogénia no esta plenament aclarida, i es
pensa que és multifactorial. Aixi doncs, els farmacs antiretrovirals, la inflamaci6 cronica produida
pel VIH, el propi VIH, factors ambientals i probablement una susceptibilitat genética
interactuarien per provocar aquesta sindrome (33).

El canvi en l’aspecte fisic que provoca la LD pot estigmatitzar el pacient i pot comportar un
deteriorament en la qualitat de vida aixi com comprometre I’adheréncia al tractament (34),
interferint finalment en [D’eficacia del mateix. A mes, les alteracions metaboliques que
freqiientment s’hi associen constitueixen un factor de risc cardiovascular i, de fet, diversos estudis
han demostrat un augment de la incidéncia de malaltia coronaria, aterosclerosi subclinica i

alteracio endotelial en pacients en tractament amb TARGA (35,36).

4.1 Definicio

La LD consisteix en un canvi en la distribucié del greix corporal. Es diferencien 2 fenotips que
poden apareixer ailladament o combinats: la lipoatrofia i la lipohipertrofia (Figura 6). En la
lipoatrofia es produeix una disminucid del greix subcutani a la cara, les extremitats i/o les natges.
La lipohipertrofia consisteix en una acumulacié de greix a I’abdomen (visceral i subcutani), la

regi6 dorsocervical, les mames, les aixelles, la zona glitia i/o la zona suprapubica, aixi com
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lipomes en tronc i extremitats. La LD freqiientment s’associa a alteracions metabdliques com sén
la hipertrigliceridemia, hipercolesterolémia, nivells baixos de HDL i RI amb o sense diabetis

mellitus (DM) (37).

Figura 6. Lipoatrofia fascial (a) i en extremitat inferior (b). Lipohipertrofia abdominal (c) i en
regié dorsocervical o jiva de bufal (d). (Imatge extreta de Nature Review Drug Discovery
2002;2:624-634)

4.2. Prevalenca i factors de risc

Els diferents estudis epidemiologics sobre la prevalenca de LD ofereixen dades molt variables i
divergents, i oscil-la entre el 18-83% dels pacients que reben TARGA (37,38). Aquest fet es deu,
en part, a que no existeixen uns criteris diagnostics definits. Amb els nous farmacs antiretrovirals,

menys toxics, s’ha demostrat una disminucié del risc de LD (39,40).
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Els factors de risc que en diferents estudis s’han relacionat amb la preséncia de LD son: la duracio
del tractament antirretroviral (major durada s’associa a major risc), el tipus de tractament
antiretroviral (estavudina s’ha associat en multiples estudis a lipoatrofia), 1’edat avangada, un
menor index de massa corporal a I’inici del TARGA, el génere (sexe femeni, major risc de LD),
un major increment de CD4, un descens de carrega viral plasmatica deguda al TARGA més
acusada i I’existéncia de coinfeccio pel virus hepatitis C (VHC) (38,41,42).

Les alteracions del metabolisme lipidic en pacients en tractament amb IP oscil.len entre el 28-80%,
i les més freqiients son la hipertrigliceridémia (40-80%) i la hipercolesterolemia (10-50%). La
majoria de IP excepte atazanavir i probablemente darunavir s’associen a elevacio del colesterol
total (CT), triglicérids (TG) i lipoproteines de baixa densitat (LDL). Els INNTI tenen un millor
perfil lipidic al provocar un augment de HDL, sobretot la nevirapina. Entre els INTI, el d4T i
I’AZT s’associen a un augment de CT i TG, mentre que TDF té un millor perfil lipidic (43,44).
Respecte les alteracions del metabolisme de la glucosa, la DM té una prevalenca del 2-5% segons
les séries, mentre que la RI es descriu en aproximadament el 50 % dels pacients en tractament amb
IP vs el 25% dels pacients amb pautes de nucleosids. Entre els factors de risc s’inclou: obesitat,
lipoatrofia, la majoria dels IP, exposicid a INTI (particularmente el d4T), edat avancada,

antecedents familiars de DM i possiblement coinfeccié pel VHC (44,45).

4.3. Diagnostic

Avui dia encara no disposem d’un meétode objectiu validat per diagnosticar la preséncia i la
gravetat de la LD. L’any 2003 es van proposar uns criteris diagnostics de LD a partir d’un “score”
basat en parametres antropométrics, metabolics i técniques d’imatge, perd el seu us no s’ha
generalitzat en la practica clinica habitual, probablemente per la complexitat en la seva aplicacio
(46).

Per tant, no existeix en ’actualitat una definicié o técnica diagnostica que permeti establir el
diagnostic definitiu de LD. El métode diagnostic més ampliament acceptat és la percepcid per part
del pacient d’acumulacié o pérdua de greix en una o més zones corporals, confirmada pel metge en

I’exploraci6 fisica. L’avaluacid antropométrica de la circumferéncia de les cames i dels plecs
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subcutanis aporten informacid perd son limitats per ser operador depenent. El perimetre abdominal
és util en la quantificaci6 del greix visceral, i es considera elevat > 102 en ’home i > 88 cm en la
dona. La quantificacido de greix objectiva es pot obtenir mitjangant la Dexa (dual-energy X-ray
absorptiometry), la TAC i la ressonancia magnetica; de totes maneres aquestes técniques se solen
utilitzar nomes en la recerca i no en la practica clinica habitual ja que necessiten d’un equipament,

son relativament cares i ademés no han demostrat una clara avantatge sobre I’examen fisic (44).

4.4. Etiopatogénia

Tot i que I’etiopatogénia de la LD no esta plenament aclarida, es coneixen diversos factors que
intervenen en la seva aparicid. Entre ells, el TARGA hi té un paper transcendental. Els IP i els
INTI, sobretot els analegs timidinics, son els antiretrovirals més freqlientment associats a LD
(38,44), tot i que els INNTI tambe s’hi han associat (47). La inflamacid cronica fruit de la infeccid
pel VIH, proteines del propi VIH i factors de vulnerabilitat individual, tambe estan implicats en la
seva aparicio (33). Els canvis morfologics que es produeixen en la LD reflecteixen canvis
cel'lulars i moleculars que tenen lloc en el teixit adipés. Es necessari, per tant, fer esment a
I’estructura i fisiologia del teixit adipds per a poder entendre els mecanismes que condueixen al

desenvolupament de la LD.

4.4.1. El teixit adipos

El teixit adipds és 1’0organ diana de la LD. El teixit adipos esta format per adipocits, i una fraccid
vascular-estromal que conté macrofags, fibroblastes, cel-lules endotelials i preadipocits. El teixit
adipo6s, a part de ser un teixit d’emmagatzematge de lipids, sintetitza una important quantitat de
proteines (Taula 4) que actuen com a mediadors del metabolisme lipidic i glicémic i de la

inflamacio. (48,49,50).
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Taula 4. Principals proteines secretades pel teixit adipds.

Molecula Funcio/efecte

Leptina Indica la massa total de greix. Regula la ingesta de greix i la despesa
energetica. Relaciona subinflamacié cronica i obesitat. Millora SI.

Adiponectina Sensibilitzador de la insulina. Efecte protector vascular de 1’aterogenesis.
Propietats antiinflamatories.

Resistina RI; inhibeix la diferenciacié de I’adipocit; dany directe sobre 1’endoteli.
Troballes contradictories en humans.

Visfastina Secretada pel teixit adipos visceral; correlacid amb massa de greix; provoca
una disminucié dels nivells de glucosa i insulina; mediador inflamatori

Hepcidina Els seus nivells augmenten en 1’obesitat i es correlaciona amb nivells de
proteina C reactiva i IL-6

Apelina Els seus nivells augmenten en I’obesitat, pot regular la RI

Vaspina Secretada pel teixit adipos visceral; millora la SI

Omentina Secretada pel teixit adipos visceral; expressioé disminuida en obesitat; s’associa
a Sl

Adipsina Component de la via alternativa del complement. Possible unid entre
’activacié d’aquesta via i el metabolisme del teixit adipds

Proteina estimuladora de | Estimula la sintesi de triacilglicerol en teixit adipos

’acetilacio (ASP)

Adipofilina Marcador especific de I’acumulacio de lipids en les cel-lules

Proteina unida a retinol -4 | S’associaaRI

(RBP-4)

Proteina d’adipocits unida a acid
gras (A-FABP 4)

Proteina transportadora d’acids grassos en 1’adipocit

Sérum amiloide A (SAA)

Correlacié amb RI; s’associa a inflamacio sistémica i aterosclerosis

Factor de necrosis tumoral -o
(TNF-a)

Citoquina proinflamatoria. Indueix apoptosis i RI

Interleuquina-6 (11-6)

Relacionada amb el metabolisme de la glucosa i els lipids. Indueix RI.

Inhibidor de [1’activador del | Inhibidor de la fibrinolisis. Nivells elevats en individus obesos. Factor de risc

plasminogen tipus 1 (PAI-1) cardiovascular

Factor tisular Iniciador de la cascada de la coagulacid

Angiotensinogen Precursor de I’angiotensina II. Regulacié de la tensi6 arterial

Molécula d’adhesid | Molécula d’adhesié intercel-lular. Unié de leucocits a 1’endoteli.
Proinflamatoria.

intercel-lular (ICAM-1)

Proteina  quimioatracci6  de
macrofags (MCP-1)

Migracié de monocits al teixit adipos i diferenciacié a macrofags

Factor inhibidor de macrofag
(MIF)

Relacionat amb processos inflamatoris i immunoregulacid

Prostaglandines ; i F»,

Relacionat amb inflamacid, ovulacio, menstruacio.

Factor de creixement-f3
transformador (TGFf3)

Regula una amplia varietat de respostes biologiques com la proliferacio,
diferenciacio, apoptosis i desenvolupament de multiples tipus cel.lulars.
Augment de 1’expressio en obesitat. Augmenta proliferacié de preadipocits.
Augmenta sintesi PAI-1

Factor de creixement—I insulin
like (IGF-I)

Estimula la proliferacié en molts tipus cel-lulars i media alguns dels efectes de
I’hormona de creixement

Esteroides sexuals (testosterona
i estradiol)

Organs reproductors, sexualitat

RI: resisténcia a la insulina; SI: sensibilitat a la insulina
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L’adipogénesi consisteix en la formacié d’adipocits a partir d’un precursor mesenquimatic

pluripotencial. Aquest es diferencia en adipoblast, després en preadipocit i finalment en adipocit

madur. Durant aquest procés es produeix una activacié seqiiencial de factors de transcripcid que

regulen 1’expressio de gens i proteines especifiques de I’adipocit que permeten I’adquisicié del

fenotip adipocitari (51) (Figura 7). Els principals factors de transcripci6 adipocitaris son:

- CCAAT-enhancer binding protein (C/EBP)a i

- Sterol-regulatory-element-binding-protein-1 (SREBP-1)

- Peroxisome proliferators-activated receptor gamma (PPARY)

Figura 7. Adipogenesi (Imatge extreta de la referéncia 51).
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El teixit adip6s de pacients amb LD presenta importants canvis morfoldgics: increment d’apoptosi

adipocitaria, alteracio del tamany adipocitari, formacié de lipogranulomes focals, augment del

numero de macrofags i proliferacid vascular (52,53) (Figura 8). Aquests canvis s’han correlacionat
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amb una alteraci6 en 1’expressio d’adipocitoquines i de marcadors de la diferenciaci6 adipocitaria,

aixi com amb RI (53).

Figura 8. Teixit adip6s de pacients amb LD que presenta cél-lules adipocitaries apoptotiques per la
técnica de TUNEL. (Extret de de referéncia 52)

4.4.2. Alteracio de la diferenciacié adipocitaria

Estudis in vitro en linies cel-lulars adipocitaries han mostrat que alguns IP (NFV, RTV, LPV) i
INTI (AZT i d4T) alteren la diferenciacié adipocitaria mitjan¢ant una inhibicio en 'expressio dels
factors de transcripcid adipogenics SREBP-1, C/EBPa i PPARY, associat a una disminucié en
I’expressié d’enzims relacionats amb el metabolisme lipidic i glucémic i I’acumulacié de TG a
I’interior de 1’adipocit (54-57). L’EFV també ha demostrat capacitat per inhibir I’expressio de
SREBP-1 (58). L’alteracié de la diferenciacié adipocitaria provocaria una disminucié de la
produccio i de la viabilitat dels adipocits, causant finalment una peérdua i disfuncio del teixit
adip6s. Estudis ex vivo concorden amb les troballes in vitro i s’ha demostrat, doncs, que el teixit
adipo6s de pacients amb LD presenta alteracions en 'adipogeénesi, amb disminuci6 de 1’expressio
dels factors de transcripcio adipogénics PPARy, SREBP-1 i C/EBPa, a més d'una alteracié en
I'expressi6 de marcadors adipocitaris de sensibilitat a la insulina com el transportador de glucosa 4
(GLUT#4) i del metabolisme lipidic com la lipasa hormona sensible, la lipoprotein lipasa (LPL) i

I’acil coenzim A sintasa (53,59,60) (Figura 9).
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Figura 9. Concentracié de RNAm de factors de transcripcié i marcadors adipocitaris de teixit
adipos de pacients VIH amb lipoatrofia i controls sans (extret de referéncia 59).
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HSL: lipasa hormona sensible; GLUT4: transportador de glucosa 4

La lamina és una proteina nuclear que forma una xarxa filamentosa sota la membrana nuclear
interna i participa en la integritat estructural del nucli i en el control de I’expressio geénica. S’han
descrit 2 isoformes, la lamina tipus A ila C. La lamina A interacciona amb el factor de transcripcio
SREBP-1. El nostre grup ha descrit uns nivells de RNAm de lamina A en teixit adipds subcutani
inferiors en pacients amb infeccid pel VIH que en controls sans, sense diferéncies entre pacients
amb/sense LD. L’expressio de lamina A es va correlacionar positivament amb el PPARy mentre

que I’ARNm d’IL-6 va ser un factor independent negatiu de I’expressio de lamina A (61).

4.4.3. Adipocitoquines

Les adipocitoquines son proteines solubles sintetitzades en el teixit adipds, tan per 1’adipocit com
per altres cél-lules que hi son presents, com els macrofags. Les adipocitoquines faciliten la
comunicaci6é intercel-lular i transmeten informacio a cél-lules diana a través d’una interaccid
receptor-lligand. A la Taula 5 s’exposen les principals adipocitoquines que s’han estudiat en la LD

associada al TARGA.
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Taula 5. Adipocitoquines implicades en la patogénia de la LD associada al TARGA.

Adipocito- | Efectes metabolics Estudis in vitro en | Estudis in vivo en pacients VIH
quina linies cel-lulars | amb LD
adipocitaries

TNF-a Insulinresisténcia, inhibeix | IP 1 INTI timidinics | Augment ARNm en TA
I’expressio  dels factors de | augmenten 1’expressio | Augment de nivells plasmatics de
transcripcio adipogénics, indueix | génica i secrecio | TNFR1 12
apoptosis adipocitaria, augmenta | proteica (62,63) Correlacid positiva amb apoptosis en el
la lipdlisis. Inhibeix teixit adipos i RI (veure text)
adiponectina i estimula leptina
Disfuncié cadena respiratoria
mitocondrial. Augmenta sintesis
de ROS

IL-6 Citoquina proinflamatoria. | IP 1 INTI timidinics | Augment ARNm en teixit adipods.
S’associa a RI augmenten [’expressid | Nivells plasmatics sense canvis.

génica i secrecio | Correlacié negativa SI (veure text)
proteica (62,63)

Adiponectina | Augmenta la SI, estimula | [P i INTI timidinics | ARNm en teixit adipés disminuida.
I’oxidacié dels AG. Propietats | disminueixen Nivells plasmatics disminuits en la
antiinflamatories I’expressid  génica i | lipoatrofia (veure text)

secrecio proteica
(62,63)

Leptina Regula el pes corporal, ajustant Lipoatrofia: nivells plasmatics de
el balang entre la ingesta i el leptina meés baixos; lipohipertrofia:
gasto  d’energia.  Citoquina nivells més elevats
sensibilitzadora de la insulina. Disminuci6 ARNm en TA de pacients

amb LD (64)
Resistina RI. Funcions controvertides No s’ha trobat relaci6 amb LD o RI
(65)

IL-18 Citoquina proinflamatoria. Nivells en sang elevats en pacients amb

Associacié amb RI LD. Augment ARNm en greix
abdominal de pacients amb LD.
Correlaci6 positiva entre ARNm d’IL-
18 i ARNm de TNF-a i IL-6 en greix
(66)

IL-8 Patogénesis aterosclerosis. ARNmMm en greix abdominal augmentada

Augmenta en obesitat. en LD (67). Correlaci6 ARNm en TA
negativa amb  adiponectinémia i
positiva amb nivells plasmatics TNF-a
i ARNm en TA d’IL-6. (68)

Interferon-o Citoquina inflamatoria. Regula Concentracié augmentada en pacients
metabolisme lipidic: augment amb LD.
lipogenesis hepatica i la lipolisis Correlacid positiva entre concentracio
i disminueix activitat LPL 1 d’interfero-a i colesterol, LDL, VLDL,
aclarament de TG ApoB i ApoB:ApoAl (69)

IL-1B Citoquina proinflamatoria. | IP i INTI timidinics:

Alteraci6 metabolisme lipidic | augment  secrecid i

adipocitari,  diferenciacid6 1 | expressio en TA
superviveéncia adipocitaria

Lipina Proteina relacionada amb el ARNm en TA es correlaciona amb
metabolisme lipidic i glicémic. massa de greix en cames. ARNm més
Afavoreix sintesis de TG i actua baix en pacients amb LD (70)
com a coactivador
transcripcional de gens
relacionats amb metabolisme
lipic

AG: acid gras; ARNm : acid ribonucleic missatger; IL : interleuquina ; INTI : inhibidor no nucleosid de la
trasncriptassa inversa ; IP : inhibidor de la proteassa ; LA: lipoatrofia; LDL : lipoproteina de baixa densitat ;
LPL: lipoprotein lipasa; RI: resisténcia a la insulina; ROS: radicals lliures d’oxigen; SI: sensibilitat a la
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insulina; TA: teixit adipds; TNFR: Receptor de factor de necrosis tumoral ; VLDL : lipoproteina de molt
baixa densitat.

Estudis in vitro

Estudis in vitro en linies cel-lulars adipocitaries han mostrat que alguns IP (NFV, RTV i LPV) i
INTI (d4T i AZT) incrementen 1’expressio i secrecid de IL-6, IL-1B i TNF-o mentre que
disminueixen 1’expressié d’adiponectina. Aquestes alteracions s’associen a apoptosi, disfuncid
dels adipocits (disminucié en 1’acumulacié de lipids i en ’expressié d’enzims del metabolisme

lipidic) i resisténcia a la insulina (62,63)

Estudis ex vivo

En mostres de teixit adip6s de pacients amb lipoatrofia s’ha demostrat un augment en 1’expressio
d’ARNm de les citoquines proinflamatories TNF-a i IL-6 (53,59,60,62). Existeix una correlacio
positiva entre I’expressio d’IL-6 i TNF-a i I’apoptosi adipocitaria i la RI; mentre que la correlacio
és negativa amb el factor de transcripci6 C/EBPa. També s’ha objectivat en pacients amb
lipoatrofia una disminucié de ’expressié geénica de leptina i adiponectina i aquesta s’ha
correlacionat positivament amb marcadors d’expressio adipogénics i sensibilitat a la insulina (53).
El nostre grup va demostrar que existeix un augment significatiu dels nivells plasmatics dels
receptors solubles de TNF-a (TNFR1 i TNFR2) en pacients infectats pel VIH amb LD associada al
tractament antiretrovial comparats amb pacients tractats sense LD i, sobretot, amb controls no
infectats. En aquest estudi, també es va evidenciar que hi havia una correlacidé positiva entre
TNFR1 i 2 amb el grau d’apoptosi en teixit adipds 1 aquesta associacid fou observada també en un
subestudi in vitro realitzat amb preadipocits 3T3 diferenciats i va resultar independent dels farmacs
antiretrovirals que es posaven en el medi de cultiu adipocitari (71). Dades addicionals d’aquest
treball, indicaren que els pacients amb LD tenien uns nivells plasmatics d’IL-6 més elevats i de
leptina més baixos en relacio als controls sans (71). Altres estudis també han documentat uns
nivells plasmatics més elevats de TNFR-1 i 2 i [L-6 en pacients amb LD, fet que s’ha associat a un
augment de la secrecio de TNF-a pel teixit adipds (72). La disregulacio del sistema TNF-o també

s’ha associat a un augment de 1’activitat del PAI-1, detectada en pacients amb LD (67).
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El TNF-a té un paper cabdal en la fisiopatologia de la LD, tal i com ho confirmen els estudis
préviament mencionats. Hi ha un increment de la seva produccié que sembla clarament deguda al
tractament antirretroviral i al propi VIH i modulada també per la preséncia de LD. Es creu que
aquesta sintesis incrementada podria tenir lloc en teixit adip6s, a partir dels adipocits i/o
macrofags, i en els limfocits T circulants, tal i com suggereix ’acumulacié de limfocits T
circulants amb sintesis de TNF-a en pacients amb LD (73). Addicionalment, I’increment de TNF-
o pot estar implicat en 1’alteracio de la diferenciacio adipocitaria, en 1’apoptosi adipocitaria i en la
resisténcia a la insulina propies dels pacients amb LD.

L’adiponectina, una adipocitoquina relacionada amb sensibilitat a la insulina, presenta una
disminucié de la seva expressié en teixit adipds de pacients amb LD (53,68). També s’ha
demostrat una disminucido en la seva concentracid plasmatica en pacients amb LD, que es
correlaciona inversament amb la concentracio de triglicerids i la RI (74). El TNF-a té un efecte
inhibitori sobre 1’adiponectina (62).

En pacients amb lipoatrofia s’han detectat nivells en plasma de leptina disminuits en comparacio
amb els pacients amb lipohipertrofia, que els tenen augmentats. S’ha demostrat una correlacid
positiva entre els nivells de leptina en plasma i la massa de teixit adipos, aixi com associaci entre
hipoleptinémia i RI (64).

Hi ha altres adipocitoquines que s’han relacionat amb la LD. El seu efecte no esta tan estudiat com

en les que acabem de comentar. Les evidéncies més destacables es resumeixen a la Taula 5.

4.4.4. Toxicitat mitocondrial

Els INTI, tenen capacitat d’inhibir ’ADN polimerasa-y mitocondrial. Aquest enzim és el
responsable de la replicaci6 del ADN mitocondrial (ADNmt). Aquesta inhibicié causa un
disfunciod a la cadena respiratoria mitocondrial, per disminucié de la sintesi de les proteines que en
son responsables. Aquest fet pot provocar un augment de radicals lliures d’oxigen, els quals son
mediadors de la lliberaci6 de TNF-a, i de I’apoptosi, aixi com disminuci6 de la sintesi energética

(75). En pacients que reben tractament amb INTI i presenten LD s’ha observat una alteraci6 de la
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morfologia mitocondrial, un augment del contingut mitocondrial i una disminucié del ADNmt en
teixit adipds (75,76), aixi com en cel-lules mononuclears de sang periférica associat a una
disminucié de I’activitat dels enzims mitocondrials (77) (Figura 10). En un estudi prospectiu en
pacients que inicien INTI s’observa també, a més d’una disminuci6 de I’ADNmt, una alteracio de
la funcionalitat dels enzims de la cadena respiratoria en teixit adipds (78). Recentment, s’ha
demostrat un augment de [’estrés oxidatiu i 1’apoptosi d’adipocits vehiculitzada per via
mitocondrial en biopsies de greix de pacients amb LA (79).

Un estudi in vitro ha demostrat que els IP i els INTI provoquen un augment d’estrés oxidatiu degut
a disfuncié mitocondrial i que aquest fet s’associa a una disminuci6 del contingut de lipids en
I’adipocit, un augment de la sintesi d’espécies d’oxigen reactives (ROS), aixi com un augment de
la sintesis de MCP-1 i de IL-6 (80).

El propi VIH també ha mostrat uns efectes nocius sobre el mitocondri; aixi, en pacients naive,
s’ha detectat depleccié de ’ADNmt i disfuncié de la cadena respiratoria en limfocits de sang

periférica (81).

Figura 10. Contingut d’ADNmt i activitat d’enzims de la cadena respiratoria en pacients sense
infeccid pel VIH i pacients amb TARGA amb i sense LD (extret de referéncia 77).
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4.4.5. Efectes directes del TARGA

Els IP inhibiexen I’activitat de GLUT4 i la funci6 del receptor LDL (LRP). Estudis in vitro amb
adipocits humans han evidenciat que 1’addicié de ritonavir és capag de suprimir 1’expressié de
GLUT4 i d’inhibir la lipogenesi induida per insulina, fet que provoca RI (82).
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4.4.6. Factors del propi VIH

Recentment, s’ha demostrat que el propi VIH provoca alteracions en l’expressié genica de
diferents proteines i factors de transcripcid en teixit adipos. Aixi, en un estudi que comparava
pacients infectats pel VIH naives i individus no infectats, en el teixit adipds dels infectats pel VIH
es va observar que hi havia una reduccié significativa en 1’expressid de gens relacionats amb la
funcionalitat mitocondrial (COII, UCP-2 [mitocondrial uncoupling protein-2]) i amb el
metabolisme lipidic i dels hidrocarbonats, com PPARy, GLUT4 i lipoproteinlipasa. Els individus
VIH no tractats també presentaven una alteracidé en 1’expressié d’adipocitoquines, concretamente
un augment de TNF-a i una disminucion de leptina i adiponectina. (83). L’efecte del propi VIH
sobre la supressio de I’expressid de PPAR-y ha estat confirmat en estudis in vitro amb adipocits

tractats amb les proteines virals Nef'i Vpr (84,85).

4.4.7. Inflamacié cronica

El teixit adipos de pacients amb LD presenta senyals d’inflamacié cronica, com la preséncia de
lipogranulomes focals i infiltracié per macrofags (51,52). S’ha avaluat I’efecte dels farmacs
antiretrovirals sobre una linia cel-lular de macrofags humans i es demostra que alguns IP
provoquen un augment de la MCP-1 i de la MIP-1 a, aixi com citoquines proinflamatories com
TNF-a i IL-1B (86). Aquests fenomens relacionarien la LD amb una inflamacié cronica del teixit

adipos.

4.4.8. Visio global

Els INTT i els IP, actuant probablement de forma sinérgica, produeixen per un costat una inhibicid
dels factors de transcripcid adipocitaris que causa una inhibicio de la diferenciaci6 adipocitaria i de
la sintesi de la seva maquinaria enzimatica. Per un altre costat, provoquen un augment de
citoquines proinflamatories (TNF-a i IL-6 entre d’altres) i una disminucié d’adiponectina i de
leptina. El trastorn mitocondrial atribuit als INTI també contribuiria a I’apoptosi adipocitaria i a un
augment addicional de citoquines proinflamatories. Tots aquests fenomens s’associen a

dediferenciacio, disfuncié i apoptosi adipocitaria accelerada, amb disminucié del nimero i del
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tamany dels adipocits. Tot aix6 contribueix al fenotip de la lipoatréfia (Figura 11). Tant la
disfunci6 adipocitaria com 1’alteracio en la sintesi d’adipocitoquines provoquen RI. La disfuncio
dels adipocits del teixit adip6s periferic impedeix I’emmagatzematge de lipids, fet que causaria un
augment plasmatic d’acids grassos lliures que s’acumularien a teixit adipds visceral produint a
lipohipertrofia visceral, aixi com en fetge i muscul, intensificant la RI (55,86).

Hi ha diferents mecanismes relacionats amb 1’aparicié de RI com son: ’activacié de TNF-a i de
IL-6 que alteren la senyal de la insulina, 1’elevacio dels nivells d'acids grassos lliures plasmatics
per l'efecte lipolitic del TNF-a. i la IL-6 que produeix RI en el fetge i miscul, la disminucio6 en la
sintesi d'adiponectina, la inhibici6 per part d’alguns IP del transport de glucosa mediat per GLUT4

i la disminuci6 del catabolisme de la insulina (45).

Figura 11. Visi6 global hipotética esquematitzada de ’etiopatogenia de la LD en pacients amb
infecci6 pel VIH i TARGA (extreta de referéncia 55).
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5. FARMACOGENETICA DE LA LIPODISTROFIA I LES ALTERACIONS
METABOLIQUES ASSOCIADES AL TARGA

Existeix una gran variabilitat interindividual en 1’aparicié d’efectes adversos relacionats amb el
TARGA. El fet que no tots els pacients que prenen un mateix TARGA 1 tenen unes
caracteristiques demografiques, virologiques i immunologiques similars, desenvolupin els
mateixos efectes adversos fa pensar en una susceptibilitat individual, en la que els determinants
gengétics de 1’hoste hi podrien tenir un paper destacat. La farmacogencética és la ciéncia que estudia
les variacions interindividuals en la resposta i la toxicitat degudes a farmacs determinades per
variacions en la composicio genética de les persones. Atés que és una ciéncia relativamente nova i
que té una nomenclatura particular, hem reflectit a la Taula 6 un recull dels conceptes generals de
farmacogenctica. El polimorfisme de nucleotid simple (PNS) és el tipus de variacidé genética més
comu (87).

Els estudis de farmacogenética es poden agrupar en 3 grans grups:

- Estudis de gens candidats: es basen en I’estudi de polimorfismes genctics de gens que es

coneix que tenen un paper en la fisiopatologia o bé que s’ha demostrat préviament que
tenen alguna influéncia en el trastorn a estudiar. (87).

- Estudis multigen: estudis en que s’analitzen diversos gens amb un reconegut paper en la

fisiopatologia del transtorn a estudiar de forma conjunta. Augmenten la precisio i validesa
dels test de prediccio genétics respecte els estudis d’un sol gen (88,89).

- ‘Genome Wide o Whole Genome Association Studies’ (GWAS): es basen en ’estudi de

variacions geneétiques en tot el genoma huma amb I’objectiu d’identificar associacions
genctiques amb trets observables (fenotip). Pretén descubrir nous gens candidats o regions
genomiques candidates generant noves hipotesis que cal que siguin confirmades en estudis
de replicaci6 i la plausibilitat biologica dels quals ha de ser investigada (87). Aquests
estudis han permés la identificacié6 de nous gens i conseqiientment noves proteines o
mecanismes relacionats amb el desenvolupament de diverses malaties complexes com la

malaltia de Crohn, la diabetes mellitus, la dislipémia o la malatia coronaria (90); en el
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camp del VIH han permés la identificacié de polimorfismes genétics que influencien la

carrega viral dels pacients infectats per VIH durant la fase assimptomatica (91).

Taula 6. Conceptes i nomenclatura en farmacogenética

- Al'lel: és cada una de les formes possibles d’un gen determinat. Els éssers humans posseixen 2
copies de cada gen, és a dir 2 al-lels. Al-lel comu: és 1’al-lel que posseeix la seqiiéncia de referéncia i el
que es troba amb major freqiiéncia en la poblacié general. Al-lel rar: és I’al-lel que difereix de la
seqiiencia de referéncia.

- Codé: seqiiencia de 3 bases del ADN o ARN que dona lloc a un aminoacid.

- Ex6: regi6 del gen que codifica per una proteina

- Intré: regio del gen que no codifica per una proteina.

- Freqiiéncia al-lélica: és una mesura de la freqiiéncia relativa d’un al-lel en una poblacio

determinada.

- Fenotip: és la manifestacio clinica o expressio del genotip. Es refereix a qualsevol caracteristica
detectable en un individu determinat, entre altres factors pel seu genotip.

- Genotip: és el conjunt d’al‘lels que posseeix un individu concret i que determinaran el fenotip

- Haplotip: conjunt de PNS que és troben proxims i s‘hereden sempre de forma conjunta.

- Homocigot: preséncia de 2 al‘lels idéntics en el locus especific d’un gen.

- Heterocigot: preséncia de 2 al-lels diferents en el locus especific d’un gen

- Desequilibri de lligament: terme que indica una associacido de PNS que no és a 1’atzar sind

predeterminada en el mateix cromosoma

- Polimorfisme genétic: variant al-l¢lica que existeix de forma estable en la poblacié. Per ser

considerat un polimorfisme cal que la seva freqiiéncia en la poblacid sigui d’almenys un 1%.

- Polimorfisme de nucleotid simple (PNS o SNP): variacié d’un sol nucleotid (adenina (A), timina

(T), citosina (C) o guanina (G)) en la seqiiencia d’ADN entre membres d’una mateixa especie. La
freqiiencia de I’al-lel ha de ser > 1% en una poblaci6 determinada per ser considerat PNS.
Classificacio: -PNS no sinénim quan canvia I’aminoacid que formara la proteina; PNS sinonim quan
no canvia I’aminoacid dintre d’una proteina.

-PNS funcional quan s’altera I’expressio del gen o la funci6 de la proteina. PNS no
funcional quan no té cap efecte sobre la funci6 de la proteina
- Promotor: part de la molécula d’ADN que té la informacio per fer que el gen s’activi o inactivi.
- Transicié: mutacio consistent en el canvi d’una base purica (A i G) per una altra plrica o una
pirimidica (C o T) per una altra pirimidica.
- Transversi6: mutaci6 consistent en el canvi d’una base ptrica per una pirimidica o una pirimidica

per una purica.
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La Taula 7 resumeix les principals proteines i els polimorfismes identificats i estudiats fins
I’actualitat relacionats amb efectes adversos metabolics 1 la LD associats al TARGA, basant-se en
estudis de gens candidats i multigen. Respecte la LD s’han descrit un nombre reduit de PNS
relacionats amb la seva aparicio en pacients VIH sota TARGA, com soén el TNF-o (92,93),
I’APOC3 (94), el receptor adrenergic 2(95) i 3 (96), la IL 15 (97) i la polimerasa gamma (98)
tot i que en molts d’ells aquesta relacié no s’ha reproduit en altres estudis o bé només s’ha avaluat
en un Unic estudi. En relaci6 a la dislipémia, diversos PNS en gens implicats en el transport i
aclariment de lipoproteines, com son variants al-I¢liques del gen APOE 1 APOC3, s’han relacionat
amb la seva aparicié o empitjorament en els curs del tractament amb TARGA (94). En aquest
sentit un estudi multigen, realitzat per Arnedo et al, en el que s’estudiaren 20 PNS de 13 gens
relacionats amb el metabolisme i transport lipidic, va demostrar que PNS en els gens de ABCAI,
APOAS, APOC3, APOE i CETP contribuien a la hipertrigliceridémia, PNS en els gens 4POAS5 i
CETP contribuien a concentracions baixes de HDL i finalment PNS en els gens CEPT i LIPG
modulaven els nivells de no-HDL colesterol, en pacients amb TARGA. En aquest estudi, a més, es
va crear un score genotipic que relacionava la interacci6 entre I’efecte acumulatiu de diversos gens
i el TARGA sobre la concentracié plasmatics de lipids en els pacients. Alguns d’aquests PNS
s’han reproduit en altres estudis, reforcant la idea de I’existéncia d’un rerafons genctic que
incrementa el risc de dislipémia en pacients VIH amb TARGA (99). Recentment, s’han publicat
altres estudis basats en el GWAS en els quals s’han identificat nous PNS associats a I’aparicio de
dislipémia i aterosclerosi carotidia en pacients infectats pel VIH (100,101), aixi com s’ha reproduit
la influéncia de polimorfismes préviament identificats en estudis de gens candidats i multigen (99).
En els ultims anys també s’ha estudiat alteracions genétiques en I’ADNmt. S’ha observat I’aparicid
de mutacions en ’ADNmt en pacients sota tractament amb INTI (102), aixi com una forta
associacio entre 1’haplogrup (combinacié de diferents mutacions en el DNA mitocondrial) H i risc
de lipoatrofia en pacients en tractament amb INTI (103) tot i que no s’ha pogut confirmar en un
segon estudi (104).

L’aplicaci6 clinica dels estudis genétics seria poder identificar pacients amb risc o predisposicid

genctica de desenvolupar alteracions metaboliques en tractament amb TARGA, i evitar en aquests
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pacients pautes amb un pitjor perfil metabolic. Avui en dia, i amb els estudis de que disposem,

encara no és possible el seu Us en la practica clinica diaria. El caracter poligénic i multifactorial

(interaccié de multiples gens i de factors ambientals) d’aquests trastorns, fa que la contribucié d’un

PNS de forma individual sigui generalment modest. En aquest sentit els estudis de GWAS 1 els

estudis de multigen que analitzen I’efecte de multiples gens conjuntament poden permetre una

millor aproximacio a la realitat, aixi com la identificacié de nous gens que poden tenir relaciéo amb

la patologia estudiada. Ademés, cal que es demostri la reproducibilitat de les associacions de PNS

amb events metabolics aixi com la validacio en amplies cohorts i grups étnics.

Taula 7. Principals polimorfismes estudiats en relaci6 amb la lipodistrofia i1 els transtorns
metabolics associats

Proteina Funcio Polimorfis- | Poblacio Relacio amb LD i/o transtorns | Ref.
mes estudiada metabolics
estudiats
TNF-a Veure taula 5 -238 G>A VIH:61LD i 35 no | -238 A al-lel és més freqiient en | 92
-308 G>A LD; 239 sans pacients amb LD
220 VIH amb LD -238 G/A heterozigot s’associa a | 93
un inici més preco¢ de LD i
augment del risc de progressié de
LD
Estudi longitudinal | No associacio (-238 G>A) 94
de 329 pacients
amb TARGA

ApoC3 Inhibiciéo de la LPL | -455 C>T Estudi longitudinal | Hipertrigliceridémia (empitjora | 94
(modula lipolisis i | -482 C>T de 329 VIH amb | amb TARGA, especialment RTV)
aclarament hepatic de | +3238 C>G | TARGA i elevacio de colesterol no-HDL
TG) (augmenta Portadors de les 3 wvariants
nivells de TG) al-leliques  tenen més  risc

desenvolupar LD
626 VIH amb |-482 CT i TT i 455 CC i CT | 105
TARGA s’associen a disminucié de TG en
pacients hispanics i en tt amb IP
255  VIH; 71 | -455 CC: menor risc de LA 95
desenvolupen LD
40 VIH  amb | Haplotip -455 C/-482 T: menor | 106
TARGA massa grassa (DEXA) i increment
de TG

ApoAS Inhibicio sintesis | -1131 T>C Estudi longitudinal | Allel C: major increment de TG, | 107
VLDL i hidrélisis TG de 229 VIH amb | CT i major descens HDL despres
(disminueix  nivells TARGA inici TARGA que inclogui IP
de TG)

ApoE Transport i| 2060 T>C Estudi longitudinal | Hipertrigliceridémia (empitjora | 94
aclariment de | 2198 C>T de 329 VIH amb | amb TARGA, especialment RTV).
lipoproteines (VLDL) TARGA Interacci6 amb PNS APOC3.

Elevaci6 de colesterol no-HDL
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Taula 7 (continuaci6). Principals polimorfismes estudiats en
transtorns metabolics associats

relacié amb la lipodistrofia i els

Proteina Funcio Polimorfis- Poblacio Relacio amb LD i/o transtorns | Ref.
mes estudiats | estudiada metabolics
Multidrug Proteina 3435 C>T 59 VIH tractats | CC: s’associa a major augment | 108
resistance transportadora  de amb efavirenz HDL durant tractament amb
gene 1 (MDR) | lipids efavirenz
Proteina 279 G>A Estudi longitudinal | AA s’associa a disminucié de la | 89
trasnferidora de 438 VIH amb | concentracié de TG
d’esters de TARGA
colesterol -629 C>A CA 1 AA s’associen a increment
(CETP) HDL i AA a augment colesterol
no-HDL
ABC 2962 A>G Estudi longitudinal | GG s’associa a  augment | 89
transporter de 438 VIH amb | concentracié de TG
Al (ABCA1) TARGA
Receptor Estimula lipolisis | Trp64Arg 39 VIH(22 LD) i | Arg64 al-lel més freqiient en VIH | 96
adrenérgic B3 | del teixit adipos 200 sans amb LD
Receptor Estimula lipolisis | Cod6 16 A>G | 255 VIH; 71 | Cod616 AA: major risc LH 95
adrenergic B2 | del teixit adipos Cod6 27 G>C | desenvolupen LD Codo6 27 CC: menor risc LH
67 VIH en tt amb | No associaci6 alteracio lipids 109
IP
PPARYy Veure text (pag.37) | 161C>T 255  VIH; 71 | No associacio amb LD 95
desenvolupen LD
Resistina Obesitat/RI Seqiienciacio 189 VIH amb | 1 polimorfisme de la resistina és | 110
tot el gen de la | alteracid lipidica i | més freqiient en pacients amb
resistina RI amb TARGA varies alteracions metaboliques
IL-6 Veure taula 5 i text | =174 G>/C 189 VIH amb | No associaci6 amb alteracio | 110
(pag. 35 alteracio lipidica i | lipidica o RI
RI amb TARGA
IL-1B Resposta 3954 C>T 243 VIH (90 LD) Allel T menys freqient en | 97
immunitaria pacients amb LD
Lamina Proteina nuclear Ex6 8 21 VIH amb LD No associacié amb LD 111
HLA-B HLA-B*4001 103 VIH (48 amb | Aparici6 de lipoatrofia en pacients | 112
LD) tractats amb d4T (especificitat
95.8% 1 valor predictiu positiu
88.9%)
Polimerasa Sintesis de ADNmt | E1143  (PNS | 69 VIH amb LD Més freqiient en pacients amb LD | 98
gamma en aquest
aminoacid)

Apo: apolipoproteina; CT: colesterol total; HDL: lipoproteina d’alta densitat; IL-: interleuquina; IP:
inhibidor de la proteassa; LA: lipoatrofia; LD: lipodistrofia; LH: lipohipertrofia; LPL: lipoproteinlipassa;
PNS: polimorfisme de nucleotid simple; PPARy: Peroxisome proliferators-activated receptor gamma; RI:
resisténcia a la insulina ; RTV: ritonavir, SREBP: Sterol-regulatory-element-binding-protein-1; TARGA:
tractament antiretroviral de gran actividad; TG: triglicérids; VLDL: very low-densitiy lipoproteins.

La present Tesi Doctoral pretén estudiar 1’efecte de les variacions genétiques de dues proteines
fisiopatologicament implicades en la LD i els trastorns metabolics associats com son la IL-6 i el
PPARYy, en pacients infectats pel VIH en tractament amb TARGA. A més, es presenten resultats

sobre la implicacié de la proteina Lipina 1 en la LD.
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6. LIPINA

6.1. Funcions

La lipina és una proteina que pertany a la familia de proteines lipina, formada per 3 membres, la
lipina-1, la lipina-2 i la lipina-3, siguent la més important i coneguda la lipina-1. El gen LPINI es
va descriure per primera vegada com un gen mutat en un model de distrofia hepatica grassa de
ratoli i el déficit de lipina es va identificar com a causa de lipodistrofia, RI, neuropatia periférica i
fetge gras neonatal. La lipina-1 s’expressa majoritariament en teixit adipés, muscul esquelétic i
testicles.

S’han establert 2 mecanismes d’accié de la lipina-1: 1) activitat enzimatica fosfatidat fosfatasa
responsable de la sintesis de triglicerids i fosfolipids; 2) factor coactivador o regulador
transcripcional de gens relacionats amb la diferenciaci6 adipocitaria (PPARy i C/EBPa), sintesi i
diposit de lipids i oxidacié d’acids grassos. S ha descrit que té un paper regulador en I’expressio de
gens adipogenics durant les fases inicials de la diferenciacié adipocitaria aixi com en 1’expressio
del fenotip adipocitari madur (113-115).

Un estudi in vitro en preadipocits ha demostrat el paper clau que juga la lipina, mitjancant
I’activacio 1 interaccio amb els factors de transcripci6 PPARy i C/EBPa, tant en 1’adipogénesis
com en el manteniment de la funcionalitat de I’adipdcit madur (115)

En models de ratoli, I’abséncia o inactivitat de la lipina-1 s’associa resistencia a la insulina i
lipodistrofia caracteritzada per la preséncia d’adipocits immadurs amb incapacitat per
emmagatzemar lipids o expressar marcadors de maduraci6 adipocitaria, relacionat tant amb una
pérdua d’activitat enzim fosfatidat fosfatasa com a una manca d’activacio de PPARy. En aquest

mateix model de ratoli, I’excés de lipina-1 promou obesitat i sensibilitat a la insulina (113).

6.2. Estudis en humans no infectats pel VIH
Diversos estudis en humans han confirmat la correlaci6 positiva entre els nivells de lipina-1 en
teixit adipoés i la sensibilitat a la insulina tant en individus prims com obesos (113). L’expressio de

lipina-1 en teixit adipds també s’ha correlacionat de forma positiva amb 1’expressié de PPARa i
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multiples enzims relacionats amb I’oxidacid d’acids grassos en teixit adipds i s’ha correlacionat
negativament amb mesures d’adipositat (massa total, visceral i subcutani de teixit adiposi I’index

de massa corporal), els acids grassos lliures i el tamany de 1’adipocit (114).

6.3. Estudis en pacients amb infeccié pel VIH

Fins I’actualitat unicament s’ha determinat 1’expressio d’ARNm de lipina en teixit adip6s en un
estudi en el qual els nivells de lipina van ser inferiors en pacients amb LD que en pacients sense.
Es va trobar una correlacio negativa entre I’expressio de lipina i la de citoquines inflamatories (IL-
6, IL-8 1 IL-18) (70).

Ates que la lipina té un paper important en el metabolisme lipidic i la diferenciacid adipocitaria i la
disminucio de la seva funci6 s’ha relacionat amb un fenotip de LD en models animals, sembla
interessant estudiar si en la LD associada al VIH existeixen alteracions en la seva expressio o

funcionalitat.

7. INTERLEUQUINA-6 (IL-6)

7.1. Funcions

La IL-6 és una citoquina multifuncional proinflamatoria amb un paper clau en la resposta immunitaria
innata i adaptativa. Entre les seves funcions metaboliques destaquen: regulacié a la baixa de la
lipoproteinlipasa i diposits de triglicérids en teixit adipos, reduccid de la diferenciacié adipocitaria i
induccié d’insulinresisténcia. E1 TNF-a és un potent inductor de la seva secrecié. Té un paper
important en el desenvolupament i desestabilitzacio de la placa d’aterosclerosis mitjangant
I’alliberacié d’altres citoquines proinflamatdries i mediadors protrombotics, oxidacié de lipoproteines
per fosfolipases, estimulaci6 de la secrecid de proteines de fase aguda i activacio de

metaloproteinasses. (116,117).
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7.2. Estudis en humans no infectats pel VIH

Estudis realitzats en humans han demostrat que la seva concentracid plasmatica esta incrementada
en la obesitat i la diabetes mellitus tipus 2, i existeix una correlacio entre els nivells plasmatics
d’IL-6, I’index d’adipositat i la RI (116). També s’ha demostrat una associacio significativa entre

els nivells d’IL-6 i el risc de cardiopatia isquémica (118).

7.3. Estudis en pacients infectats pel VIH

Hi ha forca estudis en pacients amb infeccié pel VIH que han involucrat aquesta citoquina en
I’etiopatogenia de la LD. Aixi, s’ha detectat de forma quasi constant en diversos estudis, una
elevacio de I’expressio d’ARNm d’IL-6 en teixit adipos en pacients amb LD (53,59,60,62). Pel
que fa als nivells plasmatics d’IL-6, els resultats son discordants. Mentre que en la majoria de
treballs no s’han detectat diferéncies en els nivells plasmatics entre els 2 grups (LD vs no LD)
(61,67,68,71), en un estudi els nivells han estat més elevats en pacients amb LD (72). La
discordancia entre 1’expressio d’IL-6 en greix i els seus nivells plasmatics pot ser deguda a [’accid
autocrina i paracrina de la citoquina en el teixit adipos. A més a més la curta vida mitja (<2 hores)
de la IL-6 junt amb una gran variabilitat intraindividual, poden dificultar la seva determinaci6 al
laboratori.

S’ha demostrat una correlacio negativa entre 1’expressio en teixit adipos d’IL-6 i de C/EBPa i
positiva amb el grau d’apoptosi i I’alliberacié de TNF-a pel teixit adipos, aixi com amb marcadors
de RI (HOMA, insulina en dejuni) (53). La secrecio IL-6 pel greix subcutani abdominal també
s’associa positivament amb la quantitat teixit adipds visceral i negativament amb el percentatge de
greix en cames (72). En resum, aquestes troballes evidencien que la IL-6 té€ un paper important en

la etiopatogeénia de la LD i les seves complicacions.

7.4. Associacié entre el polimorfisme —174 G>C de la IL-6 i alteracions del metabolisme
El gen de la IL-6 esta localitzat en el cromosoma 7p21. S’han descrit diversos polimorfismes en la
regid promotora del gen de la IL-6. El més estudiat és el PNS sinonim —/74 G>C localitzat en la

regié promotora del gen de la /L-6. L’al.lel C s’ha associat a menor transcripciéo d’IL-6 (119). La
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relacié entre aquest polimorfisme i diferents trastorns metabolics en la poblacié general ha estat
analitzada en multiples estudis i els resultats son poc concloents i, sovint, contradictoris. En
general els estudis mostren una tendéncia a que els genotips GG 1 GC s’associin a major IMC, RI i
dislipemia (120,121), tot i que altres estudis no ho confirmen (122) o, fins i tot, ho contradiuen
(123,124).

Recentment s’ha publicat un estudi d’associacié genética que no troba relacid entre el PNS —174

G>C de la IL-6 i alteracio lipidica o RI en pacients VIH (110).

8. PEROXISOME PROLIFERATOR-ACTIVATED RECEPTOR GAMMA (PPARY)

8.1. Funcions

Els receptors proliferadors activats dels peroxisomes (en angles, peroxisome proliferator-activated
receptors [PPARs]) son receptors nuclears que pertanyen a la superfamilia de receptors esteroides.
Es coneixen 3 subtipus, el PPARa, 6 i y. El PPARy s’expressa principalment en el teixit adipos i,
en nivells menors, en muscul, pancrees, fetge, cor, colon i macrofags. El PPARYy, té 4 isoformes, la
isoforma PPARy2 ¢és especifica del teixit adipos i t€ un paper cabdal en la diferenciacio
adipocitaria, induint ’expressi6 de gens especifics de 1’adipocit (proteines essencials per la
captacio adipocitaria d’acids grassos i la lipogenesi) i promovent la formacié d’adipocits madurs
carregats de lipids. Tambeé regula 1’expresio de determinades adipocitoquines com so6n la leptina,
I’adiponectina (augmenta 1’expressio) i el TNF-a (disminueix [’expressio). Té¢ una funcid
antiinflamatoria a nivell dels macrofags del teixit adipds. Exerceix la seva accio regulant la
transcripcié de determinats gens i per actuar requereix formar un heterodimer amb el 9cis-retinoic
acid receptor (RXR). El PPARy coopera amb altres families de factors de transcripcido com el

C/EBPs i el SREBP-1 per regular la diferenciacio6 adipocitaria (125,126).

Les tiazolidinediones (TZD) so6n lligands sintetics d’alta afinitat i amb potent capacitat per activar
el PPARy. L’activacio suprafisiologica de PPARy per TZD produeix un increment del contingut de

TG en el teixit adipos blanc, reduint el contingut de TG en fetge i muscul, disminuint aixi la
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resisténcia a la insulina. S’ha demostrat en pacients amb formes familiars de lipoatrofia que les
TZD augmenten el contingut de teixit adipos subcutani. En canvi, en pacients amb LA induida per
TARGA no s’ha objectivat un increment evident de teixit adipos, probablement per I’efecte nociu

continuat del TARGA (127).

8.2. Estudis en pacients amb infeccié pel VIH

Diversos estudis han documentat una disminucié en 1’expressi6 d’ARNm de PPARy en teixit
adipo6s subcutani de pacients amb LD en relacio a pacients sense LD i individus no infectats pel
VIH. Aquesta disminucio6 de I’expressido de PPARy es correlaciona amb un augment de 1’expressid
de citoquines proinflamatories com la IL-6 i el TNF-a i una disminucio tant de I’expressio en teixit
adipds com de nivells plasmatics d’adiponectina (53,59,60). A més a més, pacients infectats pel
VIH naives també presenten una disminuci6 en 1’expressié PPARY en teixit adipds (83). Per tant
es pot concloure que tant el propi VIH, probablement a traveés de les proteines virals Vpr i Nef que
han demostrat capacitat de suprimir 1’activitat del PPARy (84,85), com el TARGA (estudis in vitro
en preadipocits han mostrat una disminucié en 1’expressié6 de PPARy sota I’efecte d’alguns IP i

INTI) interactuarien per interferir en la seva activitat (54-57, 128).

8.3. Associacio entre polimorfismes del gen PPARYy i alteracions del metabolisme

El gen del PPARy esta localitzat al cromosoma 3p25 i conte 9 exons. La produccié de PPARy esta
parcialment determinada genéticament. S’han identificat diferents variants genétiques de PPARy, i
la més ampliament estudiada és la variant Prol2Ala . Aquesta mutacid no sinonima, localitzada
en 1’ex6 2, dona lloc a un canvi de prolina per alanina. Es relativament comd en poblacio
caucasiana, amb una freqiiéncia al.lelica que varia entre el 2 i el 21,6% segons la poblacid
estudiada (129,130). Estudis in vitro han demostrat que la variant A/a s’associa a una disminucio
de I’activitat transcripcional i adipogenica, que es podria traduir en una menor acumulacié de
massa de teixit adipos (131) Estudis d’associacio genctica en la poblacié general han relacionat la
variant Prol2Ala amb un menor risc de DM tipus 2, major sensibilitat a la insulina i menor
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lipolisis (130,132-135). Una variant genctica de PPARy localitzada en el promotor 4 i el PNS
161C>T s’han associat a sindrome coronaria aguda (136). Per un altre costat, algunes mutacions
rares que provoquen una peérdua de funcié en el gen del PPARy poden causar una forma familiar de
lipodistrofia parcial que s’associa a RI i dislipémia (137). Atés que moltes d’aquestes
caracteristiques coincideixen amb la LD associada al TARGA, sembla biologicament plausible
investigar si variants genétiques del PPARy s’associen a LD i/o alteracions metaboliques en
pacients amb infecci6 pel VIH amb TARGA. Fins I’actualitat només un estudi ha analitzat la
mutacié /6/C>T del gen del PPARy en pacients amb infeccio pel VIH en tractament amb

TARGA, no detectant-se associacio amb la LD o les alteracions metaboliques associades (95).
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Estudi 1: Human subcutaneous adipose tissue LPIN1 expression in obesity,
type 2 diabetes, and human immunodeficiency virus-associated

lipodystrophy syndrome

Hipotesis

La lipina pot estar implicada en el desenvolupament de la LD associada al TARGA en
pacients VIH. Aquesta hipotesis es basa en estudis in vitro, en models animals i en
pacients no infectats pel VIH en els que es demostra la implicaci6 de la lipina en el proces

de diferenciacio de I’adipocit.

Objectius
L’objectiu primari fou investigar I’expressi6 de LPINI en teixit adipds de pacients amb

LD associada al TARGA

Els objectius secundaris foren:
a) Avaluar la correlacid entre ’expressio de LPINI en teixit adipds 1 factors de
transcripcio adipogenics
b) Avaluar la correlacié entre I’expressi6 de LPINI en teixit adipds 1 citoquines
proinflamatories
c) Avaluar la correlacid entre I’expressié de LPINI en teixit adipos i la sensibilitat a

la insulina
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Estudi 2: The IL-6 system in HIV-1-infection and in HAART-related fat

redistribution syndromes

Hipotesis

La IL-6 pot estar implicada en la LD associada al TARGA en pacients VIH i els seus
determinants genétics poden modular la seva aparicio.

Aquesta hipotesis es basa en estudis que demostren un increment de I’expressio d’IL-6 en teixit
adipds subcutani en pacients infectats pel VIH que presenten LD. Variants genétiques de la 1L-6

s’han associat a trastorns metabolics com son la DM i dislipemia.

Objectius

Els objectius primaris han estat avaluar la possible relacio entre el polimorfisme -/74 G>C de la
IL-6 i la LD associada al TARGA en una cohort de pacients infectats pel VIH i analitzar la
concentracid plasmatica i I’expressio d’/L-6 en teixit adipos subcutani en pacients amb i

sense LD.

Els objectius secundaris han estat:
a) Avaluar la distribuci6 d’aquest polimorfisme en poblacié espanyola infectada i no
infectada pel VIH.
b) Analitzar la influéncia del polimorfisme -1/74 G>C de la IL-6 sobre 1’expressio de ARNm
d’IL-6 en teixit adip6s subcutani i els nivells plasmatics d’IL-6.
¢) Analitzar la influéncia del polimorfisme -774 G>C de la /L-6 sobre el metabolisme lipidic

1 dels carbohidrats.
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Estudi 3: PPARy Prol2Ala polymorphism in HIV-1-infected patients with

HAART-related lipodystrophy

Hipotesis

El PPARYy pot estar implicat en el desenvolupament de la LD associada al TARGA en
pacients VIH i els seus determinants genetics poden modular la seva aparicio.

Aquesta hipotesis es basa en estudis previs en pacients no infectats pel VIH 1 estudis in
vitro que demostren un paper cabdal del PPARY en el proces de diferenciacio de 1’adipocit
1 en estudis en pacients amb infeccié pel VIH amb LD en els que s’ha observat una
disminucié de I’expressio6 de PPARy en teixit adipds subcutani. Ademés, variants

genétiques de PPARy s’han associat a formes familiars de LD 1 a trastorns metabolics.

Objectius
Els objectius primaris foren avaluar la possible relacio entre el polimorfisme Prol2Ala del
PPARy i la LD associada al TARGA en una cohort de pacients infectats per VIH i analitzar

I’expressi6 de PPARY en teixit adipos subcutani de pacients amb i sense LD.

Els objectius secundaris han estat:
a) Avaluar la distribuci6 d’aquest polimorfisme en poblacido espanyola infectada i no
infectada pel VIH.
b) Analitzar la influéncia del polimorfisme Prol2Ala del PPARy sobre 1’expressio de
PPARy en teixit adipds subcutani
¢) Analitzar la influéncia del polimorfisme Prol2A4la del PPARy sobre el metabolisme

lipidic i dels carbohidrats.
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Abstract

The aim of this study was to analyze LPIN] adipose tissue gene expression levels in 3 clinical insulin-resistant conditions—obesity, type
2 diabetes mellitus, and human immunodeficiency virus (HIV)-associated lipodystrophy—and its relationship with adipogenic and
inflammatory markers. Subcutaneous adipose tissue samples were obtained from 2 cohorts: 98 subjects with different degrees of adiposity
and with or without the presence of type 2 diabetes mellitus and 37 HIV-infected patients. Real-time polymerase chain reaction was used to
measure gene expression of LPINI and adipogenic (PP4R7y, SREBPI¢) and inflammatory markers (IL6, TNFux, TNFRI, and TNFR2).
LPINT messenger RNA expression levels were significantly lower in the obese group (P = .002), were similar in type 2 diabetes mellitus
patients and control subjects (P = .211), and were significantly higher in HIV-infected patients (P < .001). LPIN] messenger RNA levels
positively correlated with insulin sensitivity in all subjects. Moreover, an inverse correlation with proinflammatory cytokines was observed.
© 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Obesity is a major risk factor for insulin resistance, type 2
diabetes mellitus, heart disease, dyslipidemia, and many
other chronic diseases. Paradoxically, lipodystrophy, a
condition involving body fat redistribution (central adiposity
and peripheral fat wasting), is associated with morbidity
nomally found in obesity [1]. Both pathologies are
characterized by metabolic abnormalities such as hyperlipi-
demia and insulin resistance.

* Comesponding author. Secad d'Endoarinologia, Hospital Universitan
Joan XXII de, Tarragona, C/Dr Mallafre Guasch, 4. 43007 Tarragona,
Spain. Tel.: +34 977205823; fax: +34 977295823,

E-mail address: jvoleomtes (1. Vendrell).

0026-0495/% — see front matter © 2007 Elsevier Inc. All ights reserved.
doi:10.1016/j. metabol 2007.06.019

LPINI gene is an important determinant of adipose tissue
differentiation and fat cell function, found to participate
before PPARy during adipocyte differentiation [2]. It was
first described as the mutated gene in the mouse model for
fatty liver dystrophy (/Id) [3]. Mice carrying mutations in the

f1d gene have features of human lipodystrophy [4]. In mouse

models, lipin (LPINT protein) absence or inactivity can cause
lipodystrophy; but enhanced adipose tissue-specific LPIN]
levels in transgenic mice promotes obesity and insulin
sensitivity [5]. Lipin is phosphorylated in response to insulin
by the mammalian target of rapamycin (a Ser/Thr kinase),
although the effects of this phosphorylation are unknown [6].
The mammalian target of rapamycin seems to have evolved
as a sensor of nutrient availability, and it is involved in
insulin-stimulated glucose disposal and directs cellular
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accounts for all of the PAP type 1 activity in white and brown
adipose tissue in mice [9]. Moreover, the tissue LPINI
expression pattens observed in mice and humans are similar.

Lipin activity is not affected by the phosphorylation state
of the protein. Conversely, changing subcellular localization
(soluble or membrane bound) is a major mechanism for
controlling lipin function. Because insulin increases triacyl-
glycerol (TAG) synthesis but decreases the membrane-bound
lipin form (the more active form in TA G synthesis), perhaps
changes in lipin localization have roles related to different
functions of PA not involving TAG synthesis [8]. Phospha-
tidate acid is a lipid that could act as a second messenger in
pathways that regulate cellular size and proliferation, insulin
sensitivity, and glucose homeostasis [10,11].

Regarding human obesity, very few reports on human
LPINT gene expression have been performed, suggesting a
positive association with insulin sensitivity [12-14] and a
negative one with body mass index (BMI) [13.14]. On the
other hand, human immunodeficiency virus (HIV)-infected
patients who developed lipodystrophy had lower LPINI
messenger RNA (mRNA) levels than those without lipody-
strophy, in line with findings in the fld animal model [15].
Likewise, inflammation has been claimed as being a common
disturbance participating in the insulin resistance state
observed in obesity, type 2 diabetes mellitus, and HIV-
associated lipodystrophy syndrome (HALS), with a key role
for a hyperactivity of the tumor necrosis factor (TNF) o
system, raised in part by the adipose tissue [16,17].

Here we further investigated the adipose tissue expression
of the human LPINI gene in 3 clinical insulin-resistant
conditions—obesity, type 2 diabetes mellitus, and HIV-
associated lipodystrophy—and its relationship with adipo-
genic and inflammatory markers.

2. Methods
2.1. Subjects

2.1.1. Obesity and type 2 diabetes mellitus cohort

A group of 98 subjects was recruited at the University
Hospital Joan XXIII (Tarragona, Spain). All were white and
reported that their body weight had been stable for at least 3
months before the study. They had no systemic disease other
than obesity or type 2 diabetes mellitus, and all were free of
any infections in the month before the study. Liver and renal
diseases were specifically excluded by biochemical workup.
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growth and proliferation [6]. Whether lipin is a primary Table 1A
regulator of these functions remains to be studied. Obesity study: characteristics of the population
Recently, lipin homolog molecular function has been Control subjects Obese subjects
identified as a phosphatidate phosphatase (PAP) in Sacchar- (n=24) (=22
omyces cerevisiae, the enzyme responsible for the synthesis of Age (y) 55.83 £ 1548 4723 +£1290*
1,2-diacylglycerol from phosphatidate acid (PA), involving Sex (female-male) 17 E o
LPINI directly in the synthesis of triglyceride in the adipocyte EIME (ko) eall = o 2
. AT . . WHR 0.92+0.09 0.95+0.11
[7]. Thlls acmluty is almolst lost in fld/fld mice; ﬂmrcﬁ)re, Insulin (u{UfnL) 1772964 732 L4024
LPINT is a major phosphatidate phosphatase (PAP) in vivo in Fasting glucose (mmol/L) 5.56+091 5574077
several tissues [8]. Donkor et al [9] showed that LPINI Cholesterol (mmol/L) 509+122 527 +£0.74

Glyeerol {(umol/L) 38338+ 17174 32476+ 163.72

* P<.05.
POt
*hE P 001,

Obesity was considered positive if BMI was higher than
30 kg!m2 according to the World Health Organization
criteria [18]. With this criterion, there were 24 nonobese
and 22 obese nondiabetic subjects for the obesity study
(Table 1 A). Patients were classified as having type 2 diabetes
mellitus according to the American Diabetes Association
criteria, with a stable metabolic control in the previous 6
months defined by stble glycated hemoglobin values.
According to these criteria, there were 52 type 2 diabetes
mellitus subjects. Pharmacological treatment of the patients
with type 2 diabetes mellitus was as follows: insulin, 25%;
oral hypoglycemic agents, 66.6%; statins, 58.3%:; fibrates,
10.6%; and blood pressure-lowering agents, 53.8%. No
patient was on thiazolidinedione therapy.

We compared the 22 nondiabetic obese with the 26 type 2
diabetes mellitus obese subjects for the study of type 2
diabetes mellitus, matched for BMI (Table 2A).

The hospital’s ethics committee approved the study. and
informed consent was obtained from all participants.

2.1.2. HALS cohort

Thirteen HIV-positive patients receiving highly active
antiretroviral therapy (HAART) without lipodystrophy
(HIV" HALS") and a group of 24 HIV-positive patients
who developed lipodystrophy under HAART therapy (HIV"
HALS") were recruited by the Internal Medicine Service of
the Hospital Universitari Joan XXIII.

Lipodystrophy was defined by severe fat wasting from the
face, buttocks, limbs, and upper trunk with or without central
adiposity, buffalo hump, or breast hypertrophy in women
according to previously defined criteria [19,20].

As a control group for the HIV-positive cohort, 21 subjects
with a mean BMI of 24.66 + 2.66 kg/m” were recruited by
the endocrinology service of the University Hospital Joan
XXII (Tarragona, Spain). All subjects were white and reported
that their body weight had been stable for at least 3 months
before the study. Exclusion criteria included the following:
(1) clinically significant hepatic, neurologic, or other major
systemic disease, including malignancy; 2) history of drug or
alcohol abuse, defined as >80 g of alcohol intake per day in
men and >40 g of alcohol intake per day in women, or serum
transaminase activity more than twice the normal upper limit;
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(3) an elevated serum creatinine concentration; (4) an acute
major cardiovascular event in the previous 6 months; and
(5) acute illnesses and current evidence of acute or chronic
inflammatory or infective diseases.

The hospital’s ethics committee approved the study and
informed consent was obtained from all participants.

2.2, Anthropometric measurements

Body mass index was calculated as weight (in kilograms)
divided by height (in meters) squared. Waist circumference
was measured midway between the lowest rib margin and the
iliac crest. Hip circumference was determined as the widest
circumference measured over the greater trochanter. Waist-
to-hip ratio (WHR) was calculated accordingly.

2.3, Insulin sensitivity study

In HIV-positive patients (n = 37), insulin sensitivity (5;)
and glucose effectiveness were measured using the fre-
quently sampled intravenous glucose tolerance test. In brief,
the experimental protocol started between 8:00 and 8:30 Am
after an ovemight fasting. A butterfly needle was inserted
into an antecubital vein, and patency was maintained with a
slow saline drip. Basal blood samples were drawn at —30,
—10, and —5 minutes, after which ghicose (300 mg/kg body
weight) was injected over | minute starting at time 0 and
insulin {Actrapid; Novo, Bagsvaerd, Denmark; 0.03 U/kg)
was administered at time 20. Additional samples were
obtained from a contralateral antecubital vein during 3 hours
as previously described [21].

2.4. Analytical methods

Blood samples were drawn from each subject before
breakfast, between 8:00 and 9:00 am, after an ovemight rest
in bed. Plasma and serum samples were stored at —80°C until
analytical measurements were performed, except for glucose
and glycated hemoglobin, which were determined immedi-
ately after blood was drawn.

Serum glucose was measured with a glucose oxidase
method using a ghicose analyzer Y SI 2300 STAT Plus (YSI,
Yellow Springs, OH). Lipid profile (triglycerides, total
cholesterol, and high-density lipoprotein cholesterol) was
measured by usual enzymatic methods.

Soluble TNF receptor 1 (STNFR1) and 2 (STNFR2) were
determined by solid phase enzyme immunoassay with am-
plified reactivity (Bio Source Europe, Nivelles, Belgium).
The detection limit was 50 ng/mL for sSTNFR1 and 0.1 ng/mL
for sSTNFR2; and the intra- and interassay coefficients of
variation (CVs) were <7% and <9%, respectively. The
sTNFR1 assay does not cross-react with sSTNFR2. TNFa
does not interfere with the assay. Levels of plasma interleukin
6 (IL6) were measured by the highly sensitive quantitative
sandwich enzyme immunoassay technique with the Human
IL6 Quantikine HS ELISA Kit (R&D Systems, Oxon, UK).
The mean of the minimum detectable concentration was
0.039 pg/mL. Intra- and interassay CVs were <9.8% and

<11.2%, respectively. Plasma high-sensitivity C-reactive
protein was measured by a highly sensitive immunonephe-
lometry kit (Dade Behring, Marburg, Gemmany). Serum
adiponectin concentrations were measured by radioimmu-
noassay (Linco Research, St Charles, MO). The intra- and
interassay CVs were <5%. Serum insulin was measured by
radioimmunoassay (Coat-A-Count Insulin; DPC, Los
Angeles, CA). Intraassay CV was 6.6%.

2.5. Adipose tissue samples

Adipose tissue samples were obtained from subcutaneous
abdominal depots. In the obese and type 2 diabetes mellitus
study, samples were obtained during elective abdominal
surgical procedures (gastric bypass operation, cholecystect-
omy, or surgery for abdominal hernia). All patients had
fasted overnight; and at the beginning of surgery, 2 to 4 g of
subcutaneous fat tissue was removed from each proband and
immediately introduced in RNALater (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO). In the HALS study, 1 to 2 g of subcutaneous fat
tissue was removed by scalpel from each proband,
immediately frozen in liquid nitrogen, and stored at —80°C
until RNA extraction.

2.6. Total RNA isolation and reverse transcription

Total RNA was extracted from 400 to 500 mg of frozen
subcutaneous adipose tissue using RNeasy Lipid Tissue
Midi Kit (Qiagen Science, Germantown, MD) following
manufacturer’s instructions. Total RNA was quantified by
absorbance measurement, and its purity was assessed by the
ODlﬁ‘y{OD:gﬁ ratio.

One microgram of RNA was retrotranscribed to comple-
mentary DNA (cDNA) using the Reverse Transcription System
(Promega, M adison, W1)in a final volume of 20 uL containing
1= reverse transcriptase buffer (10 mmol/] Tris-HCI [pH 9.0],
50mmol/L KCl, 0.1% Tritén X-100), 1 mmol/L of each deoxy
nucleotide tri-phosphate (dNTP), 1 U/uL Recombinant
RNAsin Ribonuclease Inhibitor, 18 U/ug RNA AMV Reverse
Transcriptase, and 0.5 pg/ug RNA of random primers. The
c¢DNA reaction was incubated for 15 minutes at 25°C followed
by 60 minutes at 42°C and heated for 5 minutes at 95°C.

2.7. Real-time quantitative PCR

2.7.1. Primers

Primer pairs were spanning exon-exon conjunctions and
were therefore mRNA/ecDNA specific. The following
primers were used: 5'-tttccacgtccgetttggg-3" and 5'-
gtggecaggtgcataggg-3" for LPINI; 5'-ctatggagttcatgettgtg-
3" and 5'gtactgacatttattt3’ for PPARy: 5'-aaggt-
gaagtcggegegg-3' and 5'-atcggggetggeagge-3’ for
SREBPIc; 5'-gagcactgaaageatgatee-3' and 5'-getggttatctet-
cageteca-3' for TNFa; 5'-cggiggaagiccaageteta-3” and 5'-
tctaggetctgtggettgtg-3' for TNFRI; 5'-ggaaactcaagectg-
cactc-3" and 3'-ggatgaagtcgtgttggaga-3' for TNFR2; and
5'-cggtacatcctcgacgg-3’ and 5'-tgatgattttcaccagge-3’ for
IL6. The housckeeping genes used to nomalize gene
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Obesity study: gene expression levels (arbitrary units)
Obese subjects (n = 22)

Control subjects (n = 24)

LPINI 313=231 154+ 118
PPARy 458421 6.81 £8.17
SREBPIe 4142432 244£3.04
L6 236+ 148 2464 £2421 %
TNFa 0182015 0.67 £ 0.60
TNFRI 395280 227+ 130040
TNFR? 524 =364 6.64 =435

* p= 002

“ p< ol

" p< (5.

expression were ff-actin 3'-ggacttcgageaagagatgg-3' and 5'-
agecactgtgtiggegtacag-3’ and cyclophilin A 5'-caaatgetg-
gacccaacac-3' and 5'-gectccacaatattcatgecttett-3'.

LPINI primers do not differentiate the o or f§ isoforms
previously described [22]. All primers were synthesized by
Sigma (Sigma-Genosys, Haverhill, United Kingdom).

2.7.2. Real-time PCR

Gene expression analysis was performed on a LightCycler
Instrument (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) using the
SYBR green fluorescence method. Quantification of 2 uL of
the cDNA was performed on a volume of 20 uL of a mixture
containing (.3 umol/L of primers (except for f-actin, TNFo,
TNFRI, and TNFR2, which were 0.5 umol/L, and for LPINI,
which was 0.2 umol/L) and 2 uL of LC-FastStart DNA
Master SYBR green 1 (Roche) on a volume of 20 uL. The
final concentration of MgCl, was adjusted for each gene.

The purity of each amplified product was confirmed by
melting curve analysis, and detection of the fluorescent
signal was adjusted to avoid primer-dimer detection.

2.7.3. Results analysis

For each sample, the derived gene quantification was
calculated from an extemal standard curve, created with
serial dilutions of a cloned PCR fragment from the respective
gene, using LightCycler Software version 3.5 (Roche).

Adipose tissue expression levels of each gene were
normalized using f-actin (obesity and type 2 diabetes mellitus
cohort) and both factin and cyclophilin A (HALS cohort).
Statistical analysis showed no differences in gene expression
for these housekeeping genes among the studied groups.

2.8, Statistical analysis

Sample size was calculated to achieve a difference in
logarithm of LPIN/ mRNA mean levels between the studied
groups of 0.3 or greater with a confidence level of 95% and a
statistical power of 80%.

Statistical analysis was performed by using the SPSS/PC+
statistical package (version 13.5 for Windows; SPSS,
Chicago, IL). Data are expressed as mean value £ SD.

Differences in concentrations and in clinical or laboratory
parameters between groups were compared by using either
an independent-samples ¢ test or analysis of variance when
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Table 1B appropriate. Variables that did not have a Gaussian

distribution were logarithmically transformed to perform
statistical analysis or were analyzed with nonparametric
tests. Differences in sex and in retroviral use between studied
groups were analyzed by Pearson/Fisher y” test. The relation
between variables was tested using Pearson/Spearman
correlation analysis and stepwise multiple linear regression
analysis. Statistical significance occurred if a computed
2-tailed probability value was less than .05.

3. Results
3.1. Obesity and type 2 diabetes mellitus studies

3.1.1. Subcutaneous adipose lissue gene expression in
obese subjects

The main anthropometric and analytical characteristics of
the nondiabetic cohort are shown in Table 1 A. Obese patients
were slightly younger than nonobese subjects, and they were
predominantly women.

The expression of LPINI, PPARy, and SREBPIc in
subcutaneous adipose tissue in nonobese and obese subjects
is shown in Table 1B. LPINI mRNA expression levels were
significantly lower in the obese group (P = .002). SREBP I¢
mRNA levels of obese subjects show a trend toward being
lower than that in nonobese subjects, and no differences
were found in PPARy mRNA expression between the
studied groups.

3.1.2. Subcutaneous adipose tissue gene expression
in patients with type 2 diabetes mellitus

The main anthropometric and analytical characteristics of
the population selected for the study of subcutancous gene
expression in type 2 diabetes mellitus (obese subjects) are
described in Table 2A. The groups were matched for sex,
BMI, and WHR.

LPINI subcutaneous adipose tissue mRNA expression
(Table 2B) showed no differences between type 2 diabetes
mellitus patients and control subjects (P = 211).

3.1.3. Correlation and regression analysis
We performed a linear correlation analysis between the
studied genes and anthropometric and analytical data. The

Table ZA
Type 2 diabetes mellitus study: characteristics of the population

Subjects without  Patients with type 2
digbetes (n=22)  dubetes mellifus (n = 26)

Age(y) 47.23+ 1290 56,42 + 11.87*
Sex (female-male) 17:5 18:8

BMI (kg/m®) 44.24 £ 11.26 41.61 £ 9.40
WHR 095+ 011 0.92 £ 0.07
Insulin (plU/mL) 732+ 4592 9.27T+£4.12
Fasting glucose (mmolL) 557+ 077 8.96 + 2.50**
Cholesterol (mmol/L) 527+0.74 5.10+ 1.24

Glyeerol (umal/L) 32476+ 16372 35120+ 21734

* p<(s.
** P< 001
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Table 2B
Type 2 diabetes mellitus study: gene expression levels (arbitrary units)

The HIV-positive subjects had higher levels of plasma
IL6, and HALS-positive patients showed lower S, than the
HALS-negative group. Adiponectin circulating levels were
reduced in HALS-positive patients, although these levels did

Subjects without
diabetes (n = 22)

Paticnts with type 2
diabetes mellitus (n = 26)

LPINI 154+ 118 191+ 1.24 not reach statistical significance. Nevertheless, adiponectin

PPARy 6.81 = 8.17 10.80 + 9.08 levels were positively correlated with insulin sensitivity (r=

SREBPle 244304 149+ 111 0.616, P= 001)

L6 24,64+ 24.21 20,33 + 26,30 o T

INFa 067069 0.54 =056 3.2.2. Subcutaneous adipose tissue gene expression

INERI 227+ 132 505+ 361" Zi : : =

TNFRD 5661435 5361314 The mRNA expression levels of the different genes
- studied are shown in Table 3B. LPIN] mRNA levels were

P= 001

significantly higher in HIV-positive patients compared with
controls, but there were no differences between both HIV-
positive groups. We found significant differences in LPINI

independence of the associations was further evaluated by mRNA levels between different families of HAART

linear multiple regression analysis, considering all subjects
(n = 98) as a whole, controlling for sex and presence of

diabetes. In bivariate analysis, LPIN] mRNA expression 0.10-

levels correlated positively with age (r = 0.296, P = .003) °
and PPARy mRNA expression (# = 0.223, P = .044) and o
negatively with BMI (r = —0.387, P < .001) (Fig. 1A), i
cholesterol (r = —0.251, P = .026), plasma insulin =
(r = —0.250, P = .024), C-reactive protein (r = —0.281, < .06 =

P = .016), and TNFR2 mRNA expression (r = —0212, P = E " °
.038). In the multiple regression analysis, after adjusting for E

confounding variables, only plasma insulin levels (f = L

—.613, P=.001, 95% confidence interval [f] —.051/-.014)

were maintained as a determinant of LPIN] mRNA levels in 0,02

women (n = 45) (Fig. 1B).

3.2, HALS study 0,00

3.2.1. Clinical and biochemical characteristics of the study
groups

Clinical, anthropometric, and analytical characteristics of A
the subjects studied are shown in Table 3A.

All HIV-positive groups had received HAART for 51.8 +
18.29 months (range, 14-80 months), and the duration of
antiretroviral combination therapy was comparable in
HALS-negative and HALS-positive groups (Table 3A).
Time of evolution to HALS was 24.41 + 15.09 months. All
patients in both HALS-negative and HA LS-positive groups
were cumrently receiving nucleoside reverse transcriptase
inhibitors (NRTIs). There were no significant differences
between HALS groups in the frequency of receiving non-
NRTIs (NNRTIs) and protease inhibitors (Pls).

There were no significant differences between HALS
groups in the number of patients who received a specific
agent, except for stavudine (Table 3A). Ofthe NRTI class of
antiretroviral agents, lamivudine (33%) was the most
frequently used in the HIV"™ HALS™ group, and stavudine 3 ! e e
(26%) and lamivudine (24%) in the HIV" HALS" group. Of Insulin (uIU/mL)
the NNRTIs, efavirenz was the most frequently used in both
groups (60% and 68%, respectively). The most common Pl
in both groups was indinavir (37% and 32%, respectively).

0,06

0,05+

0,04~

0,03

LPINT mRNA

0,024

0,01

0,00

Lo
]

30

B

Fig 1. Linear correlaion between LPIN] mRNA levels and BMI (A)

There were no significant differences in the length of
treatment of each specific agent between groups.

or serum nsuln concentration (B) in the obesity and type 2 diabetes
mellitus cohort.
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Table 3A
HALS siudy: charactenstics of the population

HIV (n=21) HIV' HALS (n=13) HIV" HALS' (n = 24)

Age (y) 4086 =11.20 3979+ 696 43,56+ 897
Sex (female/male) 516 3 520
BMI (kg/m®) 24.66 +2.66 2344259 2429+ 2.79
WHR 0.90 +0.09 0.89+0.09 0.95+ 0L09
Fasting ghicose (mmol/LM) 513 +£0.56 5.00+ 040 521+ 098
Cholesterol {mmol/L) 5144112 512+ 0.69 558+ 1.42
HDL cholesterol (mmol/L) 1.18 =0.38 131+ 054 .10+ 033
LDL cholesterol (mmol/L) ND 296+ 0.78 308+ 097
Triglycerides (mmol/L) 1.88+1.93 215+127 348+ 2.55
Insulin (uIU/mL)* 337+2.00 7.63+ 3098 11.79 + 6.95
5% ND 336095 217+ L58
CD4 count (cells/mm’) 628,60+ 331.10 73280+ 292,65
HAART exposure (mo [range]) 47.36+ 29,98 (18-100) 54,32 + 18.29 (14-80)
No. of patients receiving antiretroviral agents (n [%]) NRTI 13 (100) 24 (100)

Stavudine ** 9 (69) 23 (96)

NNRTI 6 (46) 7(29)

Pl 7 (54) 17 (71)
Plasma IL6 (ng/L)* 094 +1.09 268+ 235 201+120
Adiponectin (ug/mL) ND 16,12+ 10.69 1336+ 14.30
sTNFRI (pg/mL)** 145+0.84 209+ 0.60 211+£1.04
sTNFR2 (ng/mL) ** 452+1.8 469+ 157 6.25+ 2.71

HDL indicates high-density lipoprotein; LDL, low-density hpoprotein; ND |, not determined.

*P<00L
** p<.05

therapy in the HALS-positive group (327 + 205 in HAART
with Pl [n = 17] vs 508 £ 281 in NRT1 + NNRTI [n = 7],
P = .047). No variation in LP/IN] mRNA expression was
observed between the remaining groups of antiviral in HIV-
positive patients.

The PPARy mRNA tended to be lower in HIV-positive
compared with HIV-negative subjects and in HALS-positive
compared with HALS-negative patients, respectively: but no
significant differences were observed (Table 3B). The HIV-
positive subjects had significantly higher /L6 mRNA and a
tendency to have higher levels of TNFo compared with HIV-
negative controls.

3.2.3. Correlation and regression analysis

All HIV subjects (n = 37) were considered as a whole,
controlling for sex and presence of lipodystrophy. LPINI
mRNA expression levels were positively correlated with S;

Table 3B
HALS stdy: quantification of gene expression levels (arbitrary units)
HIV HIV" HALS HIV" HALS'
(n=21) n=13) (n=24)
LPINT* 1.36 = 0.64 424 + 268 382+240
FPPARy 7.78 £ 432 6324226 555+ 239
I6* 0.067 + 0.120 0.116 = 0.067 0.116 = 0.049
TNFa 0.013 = 0.010 0.014 = 0.007 0.016 = 0.008
TNFRI** 0,137 £ 0.072 0273 +£0.135 0.164 £ 0.121
TNFR2** 0.116 + 0,098 0270 + 0.158 0.184 £ 0.126
Y P<001
op<0L

(r= 10496, P = .014) and PPARy mRNA expression (r =
0.636, P <.001) and were negatively correlated with BM1
(r=—0.371, P =.037), IL6 mRNA expression (r= —0.458,
P = 006), and TNFor mRNA expression (r = —0.508, P =
.002). In the multiple regression analysis, both PPARY (ff =
5327, P =006, C1 0.151-0.756) (Fig. 2A) and TNFor mRNA
expressions (f§ = —.467, P = 011, 95% confidence interval
[B] —0.710/—0.109) (Fig. 2B) were maintained as determi-
nants of LPIN] mRNA levels, independently of sex and
presence of lipodystrophy.

4. Discussion

In the present work, we have analyzed 2 different sets of
subcutaneous adipose tissue biopsies: one from patients with
increased adiposity and presence of type 2 diabetes mellitus
and a second set from HIV-infected lipodystrophic patients.
Our findings showed that LPIN/ mRNA expression
decreases with increasing adiposity with independence of
the existence of type 2 diabetes mellitus. Likewise, HIV-
associated lipodystrophy had no influence in LPINI mRNA
subcutaneous adipose tissue expression; but HAAR T-treated
HIV-positive patients had higher LPIN/ mRNA expression
than HIV-negative controls.

We need to stress that the cohort for the obesity study is
imbalanced in sex. However, after statistical analysis, no
significant differences were found in LPIN/ mRNA levels
between sexes in nonmorbid subjects (data not shown}. This
prompted us to think that sex would not affect LPINI
expression. It will be very interesting to analyze LPINI
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Fig. 2. Linear correlation between LPIN] mRNA levels and PRARY mENA
(A) or TNFa mRNA (B) concentration in the HIV-positive cohort,

mRNA expression in a morbidly obese cohort with a
balanced distribution of sexes.

Although we have not observed any comrelation between
adipose LPIN] mRNA gene expression and plasma levels of
adipokines, or cytokine mRNA levels in the obesity cohort,
we would require further studies to clarify the causes of the
down-regulation of LPINI mRNA levels. LPINI gene
response to other factors that affect adipogenesis, such as
glucocorticoids or f-adrenergics, needs to be elicidated.

We have observed a relationship between the adipogenic
factor PPARy and LPINI gene expression in both sets of
biopsies. In mouse models, LPIN] has been found to be
necessary for adipogenesis and to precede PPARY expression
[2]. However, in the transgenic mice model that over-
expresses LPIN] mRNA specifically in adipose tissue,
PPARy mRNA levels are not affected [5]. In mouse liver,
LPINI expression is induced by PPAR~y coactivator lo, a

transcriptional coactivator for multiple metabolic pathways:
and in tum, lipin activates the hepatic PPARa/PPARy
coactivator 1o regulatory pathway by cooperating with it as a
transcriptional activator of PP4Ro [23]. All of the above
mentioned data suggest that a common activator for PPARYy
and LPINI could exist in adipose tissue, and the positive
association between both genes observed in our population
may support this hypothesis.

The relation of LPINI with glucose homeostasis has been
analyzed in transgenic mice 5] and in humans [12-15]. Two
recent studies showed that LPINI mRNA levels were
positively correlated with insulin sensitivity, determined by
different approaches [12,13]. Although our patients with
type 2 diabetes mellitus showed no differences in LPINT
mRNA expression compared with the nondiabetic cohort, we
observed a negative association with plasma insulin levels in
the whole group. In addition, insulin sensitivity measured by
the frequently sampled intravenous glucose tolerance test in
HIV-positive patients was positively associated with LPINT
adipose tissue expression. The study design does not permit
the establishment of causality in this association; however, it
has been postulated that LP/N1 could act as a regulator of the
phosphatidate acid cellular levels [7] that participate in
several infracellular mechanisms, including glucose home-
ostasis [10,11,24]. Some Pls have clearly been shown to
induce insulin resistance in vivo [25,26]. In our study, HI'V-
positive patients who received Pl tended to have lower
insulin sensitivity than patients receiving HAART without
Pl, although there were no significant differences (data not
shown). In addition, HALS-positive patients who received
Pl-containing HAART expressed significantly lower levels
of LPINI mRNA compared with patients having HAART
without Pl agents. All the above findings may help us to
speculate as to a possible role of LPINI as a modulator of
insulin resistance induced by PI treatments.

In HA ART-treated HIV-positive patients, we observed an
increase in LPINI adipose expression regardless of the
development of lipodystrophy. It is not possible to attribute
this finding to the HIV infection or to the HAART therapy
because the cross-sectional design of the study and the
absence of a nontreated HIV-positive (naive) control group
do not allow us to distinguish between potential effects of
HIV or its treatment. Similar results have recently been
published conceming HIV" HALS™ HAART-treated patients
showing an increase in LPINT expression with respect to
healthy subjects, with no satisfactory explanation for this
finding [15]. In addition, in the said work, the authors also
analyzed separately the expression of both LP/NT isoforms;
and they found similar results: higher expression of both
LPINIo and B isoforms in the HIV® HALS™ HAART-
treated patients. Alterations in lipogenesis and in adipocyte
differentiation in HIV-positive patients have been hypothe-
sized as an explanation for this LPIN] increase. However the
absence of differences in PP4Ry expression between HIV-
positive (both HALS® and HALS™) and HIV-negative
subjects would argue against this hypothesis.
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When we analyzed the LPINI expression according to
proinflammatory cytokines expressed in adipose tissue, we
observed an inverse cormrelation in all studied populations
(with TNFR2 mRNA in obesity and type 2 diabetes
mellitus and 7NFo and IL6 in HAART-treated HIV
patients, respectively).

Elevated mRNA expressions of TNFo and /L6 have been
described in adipose tissue of morbidly obese patients and in
HIV-positive patients [27-31]. In our population, a clear
increase in subcutaneous adipose tissue of cytokine expres-
sion was observed in obese and HIV-positive populations.
However, after controlling for several confounding factors,
only in the HIV cohort was this negative relationship
maintained with TNFo gene expression. Despite the
increased expression level of LPINI observed in HIV-
positive patients, the inverse comrelation with proinflamma-
tory cytokines was maintained. These findings lead us to
think that in HAART-treated HIV patients, there is some-
thing different regulating LPINI expression than in other
insulin-resistant conditions. It remains to be determined if
lipin protein levels differ between control and HIV-infected
populations because the present study was conducted only
by examining mRNA levels.

The molecular function of this protein remains to be
characterized, but it looks promising because all published
data to date point to LPIN/ participation in adipocyte
differentiation, lipid metabolism, insulin signaling, and
regulation of phosphatidate acid cellular levels, a signal
lipid involved in several important cell functions. Further
investigations need to be camied out to confirm these
possible functions.

In summary, LPIN] mRNA expression levels in human
subcutaneous adipose tissue are reduced in obesity, do not
change in type 2 diabetes mellitus, and are increased in
HAART-treated HIV-positive patients. In addition, LPIN]
mRNA levels are positively correlated with insulin sensitiv-
ity in all the subjects analyzed here. Moreover, an inverse
correlation with proinflammatory cytokines is observed. We
showed that variation in LPIN] expression in HIV-positive
patients is not influenced by the presence of lipodystrophy
despite the fact that we cannot rule out an effect due to the
antiretroviral treatment or to a response to HIV infection.
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The IL-6 system in HIV-T-infection and in HAART-
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Francesc Vidal®

We determined the I[-6 —174 G>C single nucleo-
tide polymorphism, IL-6 mRNA expression in
subcutaneous adipose tissue (SAT) and IL-6 plasma
levels in HIV-1-infected patients with and without
lipodystrophy and uninfected controls. HIV-1-
infected patients had a greater prevalence of the
IL-6 —174 C/C genotype and the C allele, higher
SAT IL-6 mRNA expression and plasma IL-6
levels than controls. The IL-6 —174 G>C genotype
distribution and allele frequencies, SAT IL-6
mRNA expression and IL-6 plasma levels were
non-significantly different between HIV-1-infected
patients with and without lipodystrophy.

IL-6 1s a multifunctional cytokine that acts as an immune,
inflammatory and metabolic mediator. Given these
properties, IL-6 is thought to be involved in several
HIV-1-related events although data are inconsistent
[1-11]. We undertook a cross-sectional study in a cohort
of Caucasian Spanish HIV-1-infected patients treated
with combination antiretroviral therapy (cART) with and
without fat redistribution syndromes (FRS) and in an
uninfected control group. Our objectives were to assess
the influence of the IL-6 —174G>C single nucleotide
polymorphism (SNP) on the risk of HIV-1 infection and
on the risk of the development of FRS, and whether
perturbations in subcutaneous adipose tissue (SAT) IL-6
messenger RINA expression and in IL-6 plasma levels
exist in HIV-1-infected patients with and without FRS.

This was a multicentre case—control study. The study
cohort consisted of 414 uninfected controls and 299 adult
HIV-1-infected patients. These latter were recruited
within a cohort of 1700 HIV-1-infected individuals who
had been receiving stable cART for at least one year. We
recruited all patients with moderate or severe FR'S, which
was assessed clinically [7,12,13] (n= 143), and arandomly
selected group of patients without FRS (n=156). Both
groups were comparable by age, sex, and length of
exposure to cART. Patients with HIV-1-associated
cachexia, active opportunistic infections, current inflam-
matory diseases or conditions, the use of drugs with
known metabolic effects or plasma C reactive protein

greater than 1 mg/dl were excluded. All participants were
native white Spaniards and provided informed consent.
The project was approved by local ethical commitees.
The IL-6 —174G> C genotype was assessed by restriction
fragment-length polymorphism as previously described
by our group [14]. IL-6 mRINA quantification in adipose
tissue was analysed in 21 uninfected controls, 25 HIV-1-
infected patients with FRS and 13 HIV-infected patients
without FRS by real-time polymerase chain reaction
and expressed relative to cyclophylin A and B-actin as
previously described [15]. Plasma IL-6 levels were
measured using the commercial kit Human IL6
Quanakine HS High Sensitvity (R&D Systems, Lille,
France). The Student’s t-test and one-way analysis of
variance with the posthoc Bonferroni test were used to
compare continuous variables. The Mann—Whitmey U
test was used to compare non-parametric variables.
Qualitative variables were analysed using the X° test.
Hardy—Weinberg equilibrium was assessed by the x*
goodness-of-fit test. Two-way analysis of variance,
Pearson correlation analyses, Spearman’s rank correlation
test, and forward stepwise logistic regression analysis with
the model adequately fitted by Hosmer and Lemeshow’
goodness of fit test were used when needed. A Pvalue of
less than 0.05 was considered significant.

HIV-1-infected patients and uninfected controls were
comparable by age (424 8.8 versus 41 +=14.6; P=0.97)
and sex (64.9% versus 60.1% male; P=0.21). Compared
with patients without FRS, the group with FRS had
significant perturbations in their anthropometric and
metabolic parameters (full data not shown, available on
request). Table 1 shows that the IL-6 — 174 C/C genotype
and the C allele were overrepresented in HIV-1-infected
subjects with respect to uninfected controls (P=0.05 and
P=10.007, respectively). No significant differences were
observed in the genotype and allele distribution when
patients with and without FRS were compared. Also, the
IL-6 genotype did not modulate the rapidity of the onset of
FRS (P=NS). [L-6 mRNA expression in SAT was non-
significantly different in HIV-1-infected patients with and
without FRS, whereas both subsets had significantly
greater IL-6 mRNA than uninfected controls (P < 0.001).
HIV-1-infected patients had significantly greater plasma
IL-6 levels than uninfected controls (2.61:3 versus
1.4+ 1.4pg/ml, P<0.001) but among infected patients
plasma [L-6 levels did not differ between patients with and
without FRS (P=1). Plasma IL-6 levels in patients who
had or had not received thymidine analogues were non-
significantly different, irrespective of the presence or
absence of FRS (P=10.8). We performed several com-
parisons to assess the relationship between each individual
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Table 1. Genotype distribution and allele frequencies of IL-6 —174 G>C single nucleotide polymorphism in uninfected controls and HIV-1-
infected subjects categorized according the presence or absence of fat redistribution syndromes.

All HIV-1 infected
Genotype and allele
frequencies UC (n=414) HIV-T-infected (n=299) P Without FRS (n=156) With FRS (n=143) P
G/G 182 (47.3) 108 (39.6) 0.05 54 (39.7) 54 (40) 0.99
G/C 154 (40) 114 (42.5) 58 (42) 56 (41.5)
cic 49 (12.7) 51 (18.7) 26 (18.8) 25 (18.5)
Allele C 252 (33) 218 (39) 0.007 110 (40) 105 (39) 0.82

FRS, Fat redistribution syndromes; UC, uninfected controls. Results are expressed as n (%). Genotype distribution and allele frequencies in
the uninfected controls and HIV-1-infected subjects were in accordance with the expected Hardy—Weinberg equilibrium. Genotype and
allele numbers do not match with participants because DNA for IL-6 genotyping was not available or could not be amplified in some

individuals.

protease inhibitor (PI) that our patients received (indinavir,
n==84; nelfinavir, n=46; saquinavir, n=42, ritonavir,
n=41, lopinavir/ritonavir, n=8), several metabolic
outcomes for each PI (FRS, hyperglycaemia, insulin-
resistance, hypertriglyceridemia, high low-density lipo-
protein cholesterol or low high-density lipoprotein
cholesterol, all yes or no (see Domingo et al. [7], Carr
et al. [12], Christeff er al. [13] and Ford et al. [16] for
categorization criteria) and plasma [L-6 levels. All
comparisons gave non-significant differences (P=NS).

Our study provides some relevant insights into the role of
IL-6 in HIV-1 infection and in cART-related FRS. With
respect to the pathogenesis of HIV-1 infection, we found
that the [L-6 —174G>C polymorphism may modulate
the risk of infection. Our findings contrast with those of
Price et al. [9], who found no differences in the IL-6
—174G>C distribution between uninfected blood
donors and different categories of HIV-1-infected
patients, although the number of HIV-1-infected patients
assessed was low. IL-6 plays a pivotal role in the initial
response to infection because it influences both innate
and acquired immunity [17]. As both types of immune
responses are involved in the first steps of HIV-1
infection, it is biologically plausible to investigate the
modulator effect of IL-6 genetic variants on the
vulnerability to HIV-1 infection. Our data suggest that
the IL-6 —174 G>C SNP could modulate the risk of
HIV-1 infection. The fact that our control group
comprised individuals with no known risk factors for
HIV-1 infection dictates caution when interpreting our
findings, the best control group would have been made up
of exposed uninfected individuals. We have also shown
that there is an overproduction of IL-6 in infected patients
under cART compared with uninfected controls. This
finding has been recognized for many years [18] and
may be related to the inflammatory phenomenon that
accompanies HIV-1 infection and is thought to be
responsible for the polyclonal hypergammaglobulinemia
observed in these patients [19)].

An additional aim of our study was to extend our present
knowledge regarding the pathogenic mechanisms
involved in FRS, Although the pathogenesis of FRS is

not fully understood [20], reports elsewhere have elegantly
shown an association between nucleoside reverse tran-
scriptase inhibitor thymidine analogues, mitochondrial
toxicity and lipoatrophy [21,22]. Note that in our cohort
the only independent predictor of the development of FRS
was the length of time of stavudine exposure [1-24
months, odds ratio (OR) 8, 95% confidence interval (CI)
1.1-56, P=0.036; 25—48 months, OR 10, 95% CI 1.6—
64, P=0.01; >48 months, OR 33, 95% CI 4.3-251,
P=0.001]. A relationship between lipoatrophy, mito-
chondrial damage and IL-6 has been investigated [8]. Data
from our genetic analysis, however, suggest that the IL-6
—174G> C SNP is not related to the development of FRS
and its associated metabolic derangements in HIV-1-
infected patients on cART. Also, the systemic activation of
the [L-6 system, measured as plasma IL-6 levels, which we
have detected in our HIV-1-infected cohort is unrelated to
the presence or absence of FRS or several metabolic
outcomes and to the individual PI drugs to which our
patients were exposed.

We recognize some limitations in our study. The cross-
sectional nature of our design provides associations, not
causality. Moreover, the clinical definition of FRS does
not allow us to discount the possibility that some FRS-
negative patients could have minor subclinical changes
not detectable on a clinical basis, thus some patients in the
FRS-negative subset could in fact be false negatives. We
believe, however, that this is unlikely in our study because
our cohort was made up of extreme FRS phenotypes
and comprised only overt FRS versus non-FRS patients,
with slight/mild FRS (potential false negatives) being
ommited.

In summary, when taken together, our data suggest that
the IL-6 system may be involved in HIV-1 pathogenesis
but its role in cART-related FRS seems to be low if

any.

Acknowledgements

John Bates kindly improved the English text.

61



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

LIPODISTROFIA EN PACIENTS INFECTATS PEL VIH TRACTATS AMB FARMACS ANTIRETROVIRALS:
DETERMINANTS GENETICS I MOLECULARS.

Maria Saumoy Linares

Dipésit Legal: T Pubhcacions

Research Letters

The members of the HIV-1 Lipodystrophy Study 4. Johnson JA, Albu JB, Engelson ES, Fried SK, Inada Y, lonescu G,
Group and co-authors of this paper are: Maria Saumoy, o tia:nt;ni:?tfef{l;’i:‘;.:'c“i:at:gd[imri}lém:tiuhasue A;lm}k';fﬂ;;
Miguel Lopez-Dupla, Montserrat Broch, Sergi Veloso, Eﬁdom-no; Metab 2004: 286:E26$—EZYY1. P 4
Matilde R. Chacén, Merce Miranda, Carmen Aguilar, 5. Jan V, Cervera P, Maachi M, Baudrimont M, Kim M, Vidal H,
Bva. Gonziler (Cades: Olona Joan-Josep Sirvent et al. Altered fat differentiation and adipocytokine expression
e T S ? are inter-related and linked to morphological changes and
Montserrat Olona, Amadeu Sauri, Joan Vendrell, insulin resistance in HIV-1-infected lipodystrophic patients.
Cristobal Richart, Consuelo Viladés, Joaquim Peraire, Antivir Ther 2004; 9:555-564.
. H : iy 6, He G, Andersen O, Haugaard SB, Lihn AS, Pedersen SB,
Francesc Vidal (Hospital Universitari de Tarragona e dEba ] S i rjphsmﬁmg:“ ‘adh{;‘m ?nhibi?or ng ]
Joan XXI_H and Umve%‘suat Rovira i Virgili); Carlo% (PAI-1) in p['asrm and adipose tissue in HiV-associated lipody-
Alonso-Villaverde, Blai Coll, Sandra Parra, Jordi strophy syndrome. Implications of adipokines. Fur | Clin Invest
Joven, Lluis Masana (Hospital Universitari de Sant 2005; 35:583-590. )
3 : s w R 7. Domingo P, Vidal F, Domingo JC, Veloso S, Sambeat MA,
Joan .de Reus %“d Uqwfmlmt ROVqu 1 Virgili); Pere Torres F, et al. Tumor necrosis factor alpha in fat redistribu-
Domingo, Maria Antonia Sambeat, Angels Fontanet, tion syndromes associated with combination antiretroviral
Mar Gutiérrez, Gricia Mateo (Hospital de la Santa Creu therapy in HIV-1-infected patients: potential role in sub-
N g | \ cutaneous adipocyte apoptosis. Eur | Clin Invest 2005; 35:
i Sant Pau and Universitat Autonoma de Barcelona). 271-780.
8. JonesSP, Qazi N, Morelese ], Lebrecht D, Sutinen |, Yki-Jarvinen
“Hospital Universitari de Tarragona Joan XXIl, Uni- H, et al. Assessment of adipokine expression and mitochondrial
versitat Rovira i Virgili, Tarragona, Spain; "Hospital toxicity in HIV patients with lipoatrophy on stavudine- and
Universitari de Sant Joan, Reus Spain‘ CHOSpiIJ.I' de la zidovudine-containing regimens. | Acquir Immune Defic Syndr
P 4 4 e d 2005; 40:565-572.
Santa Creu i Sant Pau, L_Imvgrs:ta! Al‘ft‘?noma d,e 9. Price P, Morahan G, Huang D, Stone E, Cheong KYM, Castley A,
Barcelona, Barcelona, Spain; “CIBER Fisiopatologia et al. Polymorphism in cyiukinecgl;enes define subpopulations of
de la Obesidad y Nutricion (CB 06/03), Instituto de HIV-1 patients who experienced immune restoration diseases.
Salud Carlos 1ll, Madrid, Spain; and °CIBER Diabetes AIDS 2002, 16:2043-2047. o
(CB 07/08/0012), Instituto de Salud Carlos lll, Madrid, 10 FosterCB, LehmbecherT, Samuelss, Stein, Mol F, MetcalfJA,
e et al. An IL-6 promoter polymorphism is associated with a
pain. lifetime risk of development of Kaposi sarcoma in men infected
) with human immunodeficiency virus. Blood 2000; 96:2562—
Sponsorship: This work has been partly financed by 2567.
rants from [he Fondo de ]nvesﬂg&cion Sanitaria 11. Femandez 5, Rosenow AA, ]EIITIESJR, Roberts SG, Nolan RC,
(FIS 02/}282’ 04/]752[ 04/0'; 77! 05/159 I, 05/] 944 French MA', etan“lRecovery of CD4 'T ce[ls'm HIV p.\tter]ts with
: S P a stable virologic response to antiretroviral therapy is asso-
and 07/0976); FU”dileO_ {-a Marato de TV3 _(02/.7’830 ciated with polymorphisms of interleukin-6 and central major
and 02/1910), Fundacion para la Investigacidn histocompatibility complex genes. | Acquir Immune Defic
Prevencion del Sida en Espana (FIPSE 06/36572 and Syndr 2006; 41:1-5.
06/30610); SAF2005-0413; Red de mvesngaddn en 12. Carr A, Samaras K, Thorisdottir A, Kaufmann GR, Chisholm D],
e ¢ : he Cooper DA. Diagnosis, prediction, and natural course of HIV-1
Sida (RD06/006/0022) and REDIMET (RD06/0015/ protease-iibibilorassociated Lpodystrophy, hyperlipademta
0011), Instituto de Salud Carlos Ill, Ministerio de and diabetes mellitus: a cohort study. lancet 1999; 353:
Sanidad y Consumo. M.S. and B.C. are the recipients 2093-2099.
of a research career award from the Instituto de Salud 13. Christeff N, Melchior |C, de Truchis P, Perronne C, Nuriez EA,
{atlos il Sl MR s Sppbited By @ foiveiip T ol g e el Ao gt
from the Fondo de Investigacion Sanitaria CPO6/00119. tion between dyslipidaemia and steroid hormone alterations.
AIDS 1999; 13:2251-2260.
Conflicts of interest: None. 14. Femdndez-Real JM, Broch M, Vendrell |, Richart C, Ricart W.
Interleukin-6 gene polymorphism and lipid abnormalities
Received: 29 June 2007 ; revised: 13 November 2007; in healthy subjects. / Clin Endocrinal Metab 2000; 85:1334-
accepted: 27 November 2007. 1339.

P d @ 15. Ceperuelo-Mallafré V, Miranda M, Chacon MR, Vilarrasa N,
Megia A, Gutiérrez C, et al. Adipose tissue expression of the
glycerol channel aquaporin-7 gene is altered in severe obesity
but not in type 2 diabetes. / Clin Endocrinol Metab 2007;
92:3640-3645.

REfEI'El"ICES 16. Ford ES, Giles WH, Dietz WH. Prevalence of the metabolic

) o o ) syndrome among US adults: findings from the third National

1. Kannisto K, Sutinen |, Korsheninnikova E, Fisher RM, Ehrenborg health and Nutrition Examination. JAMA 2002; 287:356—
E, Gertow K, et al. Expression of adipogenic transcription 359.

factors, peroxisome proliferator-activated receptor gamma 17.  Kishimoto T. Interleukin-6: discovery of a pleiotropic cytokine.

co-activator 1, IL-6 and CD45 in subcutaneous adipose tissue

Arthr Res Ther 2006; 8 (Suppl 2):1-6.

in lipodystrophy associated with highly active antiretroviral 18. Breen EC, Rezai AR, Nakajima K, Beall GN, Mitsuyasu RT,
therapy. AIDS 2003; 17:1753-1762. Hirano T, et al. Infection with HIV is associated with
2. Lihn AS, Richelsen B, Pedersen SB, Haugaard SB, Rathje GS, elevated IL-6 levels and production. | Immunol 1990; 144:
Madsbad S, et al. Increased expression of TNF-a, IL-6, and IL-8 480-484.
in HALS: implications for reduced adiponectin expression and 19. Rautonen), Rautonen N, Martin NL, Philip R, Wara DW. Serum
plasma levels. Am | Physiol Endocrinol Metab 2003; 285: interleukin-6 concentrations are elevated and associated with
E1072-E1080. elevated tumor necrosis factor-alpha and immunoglobulin G
3. Sutinen |, Kannisto K, Korsheninnikova E, Fisher RM, Ehrenborg and A concentration in children with HIV infection. AIDS
E, Nyman T, et al. Effects of rosiglitazone on gene expression in 1991; 5:1319-1325.
20. Mallon PW. Pathogenesis of lipodystrophy and lipid abnorm-

subcutaneous adij}nse tissue in highly active antiretroviral
therapy-associated lipodystrophy. Am | Physiol Endocrinol
Metab 2004; 286:£941-E949.

alities in patients taking antiretroviral therapy. AIDS Rev 2007;
9:3-15.

62

895



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

LIPODISTROFIA EN PACIENTS INFECTATS PEL VIH TRACTATS AMB FARMACS ANTIRETROVIRALS:

DETERMINANTS GENETICS I MOLECULARS.

Maria Saumoy Linares

Diposit Legal:

T 275-2015

Publicacions

896

AIDS 2008, Vol 22 No 7

2

[
[

1.

Carr A, Miller], Law M, Cooper DA. A syndrome of lipoatrophy,
lactic acidemia and live dysfunction associated with HIV
nucleoside analogue therapy: contribution to protease inhibi-
tor-related lipodystrophy syndrome. AIDS 2000; 14:F25-F32.
Crinspoon S, Carr A. Cardiovascular risk and body-fat
abnormalities in HIV-infected adults. N Engl | Med 2005;
352:48-62.

63



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

LIPODISTROFIA EN PACIENTS INFECTATS PEL VIH TRACTATS AMB FARMACS ANTIRETROVIRALS:
DETERMINANTS GENETICS I MOLECULARS.

Maria Saumoy Linares

Dipésit Legal: T Pubbicacions

ESTUDI 3

ORIGINAL ARTICLE

PPARYy Prol2Ala polymorphism in HIV-1-infected patients with

HAART-related lipodystrophy

Maria Saumoyl, Sergi Velosol’2’3, Carlos Alonso—Villaverdez’3’4, Pere Doming05’6, Matilde
R Chac()nl’7, Mercé Miranda1’7, Gerard Aragonés4, M* Mar Gutiérrez’, Consuelo
Viladés'*?, Joaquim Peraire'*Joan-Josep Sirvent'**, Miguel Lopez-Dupla'??, Carmen
Aguilar®®, Cristobal Richart'***, Francesc Vidal'*® for the HIV Lipodystrophy Study

Group.

! Hospital Universitari Joan XXIII, Tarragona, Spain

* 11SPV, Tarragona , Spain

3 Universitat Rovira i Virgili, Tarragona, Spain

* Hospital Universitari de Sant Joan, Reus, Spain

> Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Barcelona, Spain

% Universitat Autonoma de Barcelona, Barcelona, Spain

" CIBERdem, Instituto de Salud Carlos III, Madrid, Spain

¥ CIBER Fisiopatologia de la Obesidad y Nutricion (CB06/03), Instituto de Salud Carlos
II1, Madrid, Spain

Current HIV Research 2009; 7: 533-540

Factor d’impacte 2.6

64



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

LIPODISTROFIA EN PACIENTS INFECTATS PEL VIH TRACTATS AMB FARMACS ANTIRETROVIRALS:
DETERMINANTS GENETICS I MOLECULARS.

Maria Saumoy Linares

Diposit Legal:

T 275-2015

Publicacions

PPARYy Prol2Ala Polymorphism in HIV-1-Infected Patients with HAART-

Current HIV Research, 2009, 7. 000-000

Related Lipodystrophy

Maria Saumoy"”, Sergi Veloso'". Carlos Alonso-Villaverde™*, Pere Domingo™®, Matilde R. Chacén'”.
Merce Miranda'”, Gerard Aragonés®, M* Mar Gutiémrez’, Consuelo Viladés'>, Joaquim Peraire'*,
Joan-Josep Sirvent'. Miguel Lopez-Dupla'~, Carmen Aguilar®. Cristébal Richart'>*,

Francesc Vidal ' for the HIV Lipodystrophy Study Group?

‘rHospimf Universitari Joan XXIII, Tarragona, Spain; ‘)HSPV, Tarragona, Spain; *Universitat Rovira i Virgili,
Tarragona, Spain; J1‘170,5'113:5&:117 Universitari de Sant Joan, Reus, Spain, SHospimf de la Santa Creu i Sant Pau, Bareelona,
Spain; SUniversitat Auténoma de Barcelona, Barcelona, Spain; "CIBERdem, Instituto de Salud Carlos III, Madrid,
Spain; SCIBER Fisiopatologia de la Obesidad y Nutricién (CB06/03), Instituto de Salud Carlos III, Madrid, Spain

Abstract: Peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARY) 1s mmvolved in obesity and in some components of
the metabolic syndrome m unselected population. To determine whether PP4ARy genetic vanants are associated with the
nisk of developmg lipodystrophy and its associated metabolic disturbances in HIV-l-infected patients treated with
HAART and to assess PPARy mRNA expression in subcutaneous adipose tissue (SAT). The study group comprised 278
patients mfected with HIV-1 and treated with antiretroviral drugs (139 with lipodystrophy and 139 without) and 105
uninfected controls (UC). The PPARy Prol2Ala (C>G) single nucleotide polymorphism (SNP) was assessed using PCR-
RFLPs on white cell DNA. PPARy mRNA expression m SAT was assessed m 38 patients (25 with lipodystrophy and 13
without) and in 21 UC by real-time PCR. Statistical analysis was based on Student’s T tests, %2 tests, Spearman’s
correlations tests and logistic regression tests. PPARy Prol24la genotype distribution and allele frequencies were non-
significantly different between both HIV-1-infected categories, lipodystrophy vs non-lipodystrophy (p = 0.9 and p = 0.87,
respectively). Lipodystrophic patients harbouring the rare ¥/4/a genotype (Ala/dla plus Pro/4la) had significantly greater
plasma total and LDL cholesterol levels compared with carriers of the common Pro/Pro genotype (p = 0.029 and p =
0.016, respectively) at univariate analyses. At multivariate analyses these assoctations were no longer significant. There
was a near-significant decreased SAT PPARy mRNA expression in patients with lipodystrophy compared to UC (p =
0.054). PPARy Proil2A4la SNP has no effect on the nsk of developing lipodystrophy m HIV-1-infected patients treated

with HAART. PPARy mRNA SAT expression appears decreased in lipodystrophy.

Keywords: HIV. lipodystrophy, dyslipidemia. PPARy. polymorphism. pharmacogenetics.

INTRODUCTION

Highly active antiretroviral therapy (HAART) has
markedly improved the prognosis of HIV-1-infected persons.
Unfortunately. side effects are frequent and can compromise
the success of therapy. Lipodystrophy is a long-term adverse
effect characterized by loss of subcutancous adipose tissue
(lipoatrophy) in legs. arms and face and/or accumulation of
adipose tissue (lipohypertrophy) in the intraabdominal space.
the dorso-cervical region and the breasts. Metabolic
disturbances such as dyslipidaemia and insulin resistance or
hyperglycaemia accompany the lipodystrophy syndrome. Its
pathogenesis is complex and not well understood [1]. but in
vifro and ex vivo studies have shown that perturbations in
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de Tarragona Joan XXIN, NSPV, Universitat Rovira 1 Vuomb, Mallafré
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Universitaria de Bellvitge, L Hospitalet del Llobregat, Barcelona, Spain
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adipocyte differentiation and adipocyte apoptosis do exist in
lipoatrophic areas and both are currently considered to be
major contributors to adipocyte cell loss [2. 3].

Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) are
nuclear receptors that belong to the steroid receptor superfamily
[4-6]. PPARy. a member of this family. is expressed mainly in
adipose tissue and plays an important role in adipocyte
differentiation both inducing the expression of adipocyte-
specific genes and promoting the formation of mature lipid-
laden adipocytes [7. 8]. Reports elsewhere have shown that
HIV-1-infected patients with lipodystrophy had reduced PPARY
mBRNA expression in subeutancous adipose tissue (SAT)
compared with patients without lipodystrophy and uninfected
persons [9-11]. In vitro studies have also shown a decreased
PPARYy expression in preadipocytes treated with different
protease inhibitors (PI) [12-14]. Additionally. HIV-1 proteins
such as Vpr and Nef can suppress PPARY activity [15, 16].
Adipocyte PPARy expression seems therefore to be influenced
by both HIV proteins and antiretroviral drugs.

PPARy production is at least partially genetically
determined. Several PPARy genetic variants have been
identified. among which is the Prol24la polymorphism [17].
This missense mutation is located in exon 2 and changes

€ 2009 Bentham Science Publishers Ltd.
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proline nto alanine (C>G). It is relatively common in the
Caucasian population, with an allelic frequency ranging
between 2% and 23% in different ethnic groups [18. 19]. An
in vitre study has shown that the Ala variant carries a
reduced transeriptional and adipogenic activity, which could
lead to lower adipose tissue mass accumulation [20]. Genetic
association studies in the general population have related the
Prol2Ala variant to a reduced risk for type 2 diabetes.
greater insulin sensitivity and lower lipolysis. although the
data are inconsistent [20-25]. Also., various rare loss-of-
function mutations in the PPAR-y gene can cause a form of
familiar partial lipodystrophy. associated insulin-resistance
and dyslipidemia [26-29]. Since most of these features are
found in HAART-related lipodystrophy. it appears
biologically plausible to investigate whether PPARy genetic
variants are involved in HIV-l-associated lipodystrophy
and/or its associated metabolic derangements. We therefore
undertook the present study with the aim of assessing the
possible relationship between the PPARy Prol2Ala
polymorphism  and  HAART-related  lipodystrophy.
dyslipidemia and insulin-resistance in a cohort of Spanish
HIV-1-infected patients treated with HAART. We also
assessed the PPARy mRNA expression in some patients with
and without lipodystrophy and in an uninfected control
group.

PARTICIPANTS AND METHODS
Design, Setting and Participants

This was a multicentre matched nested case control study
within a longitudinal HIV-1 treatment cohort. We studied
383 adults: 278 HIV-1-infected patients and 105 uninfected
controls (UC). Patients were recruited within a prospectively
collected cohort of 1700 HIV-l-infected individuals who
were receiving HAART. defined as the combination of 2
nucleoside reverse transeriptase ihibitors (NRTI) plus either
a non-nucleoside reverse transeriptase inhibitors (NNRTI) or
protease inhibitor(s) (PI). The patients were followed at the
HIV outpatient clinic of the three participating hospitals.
Inclusion criteria were age greater than 18 years, presence of
HIV-1 infection. stable HAART regimen for at least 1 year
and presence or absence of lipodystrophy according to a
predefined criteria (see below). The sample size of each
category of patients (lipodystrophy and non-lipodystrophy).
assuming a prevalence of the variant 4 allele of 15% in
patients with lipodystrophy and of 30% in patients without
lipodystrophy (OR = 2). with a power of 80% and a risk
alpha of 5%, was 130 patients per group. We recruited 139
patients who fulfilled the criteria of lipodystrophy and
agreed to participate in the study as well as a randomly
selected group of patients without lipodystrophy (n = 139)
whose age (=5 years). gender. and time of exposure to
HAART (=3 months) was comparable to that of patients with
lipodystrophy. The control group was made of uninfected,
mostly healthy persons comparable to the patients in age
(=5years) and gender. The presence of cachexia. active
opportunistic infections. current inflammatory diseases or
conditions, consumption of drugs with known metabolic
effects such as steroids and hormones, and plasma C reactive
protein >1mg/d]l were exclusion eriteria for both patients and
controls. All subjects were white Spaniards: immigrants and
their descendants (including those from other European

Sarmoy et al.

countries) were excluded. All participants gave informed
consent. The project was approved by the local ethical
committees.

Methods
Assessment of FRS

All HIV-l-infected patients had a complete physical
examination for assessment of the type of lipodystrophy
(lipoatrophy or mixed. patients with pure lipohypertropy [n=
4] were not included) and its degree (slight. moderate or
severs). Waist and hip diameter, height, weight and body
mass index (BMI) were measured. The presence of
lipodystrophy was defined by changes in the body fat
composition important enough to be recognized both by the
patient and the attending physician. Lipoatrophy was defined
by the presence of one or more of the following criteria: loss
of fat from the face. arms and legs. prominent veins in arms
and legs and a thin bottom. Lipohypertrophy was defined by
the presence of one or more of the following ecriteria:
increase in abdominal perimeter. breast and/or neck fat
deposition. We defined mixed lipodystrophy as being when
at least one characteristic of lipoatrophy and one of
lipohypertrophy were concomitantly present in one patient,
Lipodystrophy was categorized according the scale proposed
by Carr et al. [30] as non-existent (0), slight (1), moderate
(2) and severe (3). Doubtful cases were excluded. This
categorization was evaluated in the face. arms. legs.
buttocks. abdomen. neck and breasts. The sum of the values
corresponding to each corporal zone indicated the degree of
lipodystrophy: none (0), slight (1-6)., moderate (7-12) and
severe (13-18) [30-32]. In this study only moderate and
severs cases were included in order to avoid superposition
between groups. To assess the distribution of subcutaneous
adipose tissue (SAT) and visceral adipose tissue (VAT). a
single-slice computed tomography (CT) scan at the level of
L4 was available from a subset of 38 HIV-1-infected patients
(25 with lipodystrophy and 13 without). The volume of
adipose tissue was measured in cm’,

Blood, DNA and Plasma Samples

After 12 hours fasting. blood samples with ethylene
diamine tetra-acetic acid (EDTA) were obtained from an
antecubital vein. Five mL of whole blood was used to
determine CD4+ T-cell count, and 500 pl was used for DNA
isolation using a MagNa Pure LC Instrument (Roche
Diagnostics. Basel. Switzerland). Plasma and serum were
obtained by centrifugation at 3500 g for 157at 4C° and were
stored at -80°C until use.

Laborarory Methods

Blood chemistry: Serum glucose was measured using the
glucose oxidase method with a Hitachi autoanalyser. Lipid
profile (serum total cholesterol, HDL-cholesterol and
triglycerides) was measured using the usual enzymatic
methods. LDL-cholesterol was calculated by the
Friedewald’s formula. Serum insulin was measured in
duplicate by monoclonal immunoradiometric assay (IRMA.
Medgenix Diagnostics. Fleunes, Belgium). The lowest limit
of detection was 4.6 pIlU/ml and the intraassay and
mterassay coefficients of variation were 5.2% and 6.9%,
respectively. Hyperglycaemia was defined as a blood
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glucose level of >6.1mmol/L. hypertriglyceridemia was
defined as a triglyceride level of =22 mmolL.
hypercholesterolemia was defined as a total cholesterol level
of 5.2 mmol/L. a low HDL cholesterol was defined as a
level of <0.9 mmolL and a high LDL cholesterol was
defined as a level of 3.4 mmol/L [33]. Hyperinsulinemia
was considered when insulin levels were =18 pU/mL [34].
Insulin  resistance was caleulated according to the
homeostasis model assessment for insulin resistance
(HOMA-r) method from fasting glucose and insulin
concentrations. according to the following formula: insulin
(uIU/ml) x glucose (mmol/L)/22.5.

HIV-1 infection: This was diagnosed using a positive
enzymoimmunoanalysis and confirmed by a positive
Western-Blot test.

HCV infection: This was assessed by detection of a
positive anti-HCV antibody test in serum. through indirect
qualitative immunoassay (sandwich twice washed) (Advia
Centaur. Bayer Health Care. Tarrytown, NY)

Plasma HIV-1 wviral load: This was determined by the
HIV Cobas Ampliprep CAP-CTMHIV-1 using the COBAS
AMPLICOR  system  (Roche  Diagnosties.  Basel.
Switzerland).

Assessment of blood CD4+ T-cell lvmphocytes: Samples
were analyzed in a flow cytometer FAC Scan (Becton
Dickinson Immunocytometry Systems. San José. CA). Data
acquired were analyzed using the Multiset program.

PPARy Prol24la polymorphism: This polymorphism.
located in the peroxisome proliferator-activated receptor y 2
(PPAR y2) gene. consists of a C>G transversion that changes
Pro to Ala at the protein level. Genomic DNA was extracted
from peripheral blood leukocytes. The Prol24la SNP was
studied by polymerase chain reaction (PCR) and restriction
fragment-length polymorphism (RFLP) analysis. The
primers used in PCR were: primer forward: 5° GCC AAT
TCA AGC CCA GTC 37, and primer reverse: 5° GAT ATG
TIT GCA GAC AGT GTA TCA GTG AAG GAA TCG
CTT TCC G 3’ and were analysed with BstU I restriction
endonuclease (New England Biolabs Ine. Beverly. MA.
USA). A fragment of 270 bp was amplified in a final volume
of 25 pl. with 3mM of MgCl. 0.2 mM of dNTPs. 0.4 pM of
each primer (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA) and
2 units of Taq polymerase (Ecogen. Barcelona. Spain). DNA
was amplified during 35 cyeles: 95°C 1 minute. 60°C 30
seconds and 72°C 1 minute. PCR products were digested
with BstU I at 60°C O/N, electrophoresed on 2. 5% agarose
gel and visualized by staming with ethidium bromide which
revealed a fragment of 270 bp for C allele (or Prol2) and
two fragment of 227 and 43 bp for G allele (or 124la).

PPARy mRNA quantification in adipose tissue: Samples
from subcutaneous adipose tissue (SAT) were obtained from
subcutaneous abdominal depots by a small surgical biopsy.
under local anaesthesia with mepivacaine. Twenty-five HIV-
l-infected patients with lipodystrophy. 13 HIV-I1-infected
patients without lipodystrophy and 21 UC. the latter being
comparable in age. gender and body mass index (BMI) with
HIV-1-infected subjects, were biopsied. Subcutanesous
biopsies were immediately frozen in liquid nitrogen and
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stored at -80°C until RNA extraction. Total RNA from 500
mg of adipose tissue biopsy was extracted using and
R.\'Aeasys Lipid Midi Kit (Qiagen Science. Valencia. CA,
USA). Two ug of RNA was reverse transeribed (RT) using
the Promega Reverse Transcription system (Promega
Corporation Madison. WI. USA). ¢<DNA quantification was
done by LightCycler technology (Roche Diagnostics, Basel.
Switzerland) with DNA LC-FastStart DNA Master SYBR
green I The pair of primers used were 5'ctatggagticatgetigtg3’
and 5°gtactzacatitattt3’. The housckeeping genes used fo
normalise gene expression were: f-actin 5'ggacticgageaagaga-
teg3’ and 5’ageactgtgtiggegtacag3’ and. cyelophillin A 5 caaat-
getggacceaacacd’ and 5 geetccacaatatteatgeettettd’. For each
sample the derived concentration was caleulated from an
external standard curve prepared with the specific PCR gene
amplicon cloned in the pCRII-TOPO (TOPO TA cloning kit:
Invitrogen Corporation. Carlsbad. CA. USA) by the
mstrument software (LightCycler. Roche Diagnostics). using
the crossing point value and normalised with the expression
of the houseckeeping genes (weighted mean of both
housekeepings).

Statistical Analysis

Qualitative variables were expressed as absolute and
relative frequencies. Continuous variables were expressed as
mean =standard deviation (SD). Prior to statistical analyses.
normality distribution and homogeneity of the variances
were tested. Student’s T test was used to compare continuous
variables between two groups. For variables not normally
distributed. the Kruskal-Wallis test and the Mann-Whitney
non parametric U-test were used. Qualitative variables,
meluding genotype and allele frequencies were analysed
using the Chi-square test or Fisher test when necessary.
Because the number of individuals homozygous for the Ala
variant was small. they were pooled with heterozygotes for
analyses (X/Ala genotype = Ala/dla plus Pro/dla). The
Hardy-Weinberg equilibrium was assessed using the y2
goodness-of-fit test. Multivariate analyses were performed
by the logistic regression test. The relationship between
PPARy mRNA expression and continuous variables was
assessed by Spearman’s rank correlation test. A P value of
<0.05 was considered significant. All analyses were
performed using the SPSSPC statistical package (V. 11.01
for Windows: Chicago, IL).

RESULTS
Characteristics of the Study Population

Age (41.8+8.5 in HIV-1-infected subjects vs 40.5=13.1 in
UC: p=0.37) and gender (64.6% vs 63.7% male: p = 0. 87)
were comparable between UC and HIV-1-infected subjects.
Demographic and clinical characteristies of the HIV-1-
mfected group. categorized according to the presence or
absence of lipodystrophy. are described in Table 1. Male
gender was predominant in all groups. Mixed lipodystrophy
was the predominant form (75.2%). BMI and waist/hip
circumference ratio were significantly higher in patients with
lipodystrophy compared to those without (p = 0.013 and
p<0.001 respectively). Patients with lipodystrophy had a
better CD4+ T-cell recovery (p = 0.008). In relation to
antiretroviral drugs. both groups had a similar duration of
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Tablel. Demographic, Clinical and Laboratory Characteristics of the HIV-1-Infected Study Group

Variable Without Lipodystrophy (n = 139) With Lipodystrophy (n = 139) p Value
Age (V) 404=136 42676 0.385
Male (%) 69.1 60.4 0.121
Body mass index, Kg 229+30 236+27 0.013
Body mass index > 25 ( %) 207 302 0.086
Waist'/hip circumference ratio 08901 09401 <0.001
AIDS (A3, B3, C category) (%) 43/118(36.4) 58/116 (50) 0.036
HCV infection (%) 65/118 (55.1) 51114 44.7) 0.115
Duration of HIV infection, vears 8947 9742 0.122

CD4+ T-cell count (cells/mL)
Nadir 3322+2726 275212404 0071
CD4+ T-cell recovery (cument-nadir CD4) 18483132 312.1+£2404 0.008

HIV-RNA plasma
Pre HAART. log copies/mL 46=1 45+11 0614

Current plasma viral load <200 (%) 104/138 (75.4) 110/135 (81.5) 0.21%

Antiretroviral therapv, months #

Duration of HAART 612308 539x234 0.203
Exposure to NRTI before HAART. ves (%) 15/41 (36.6) 37/68 (54.4) 0.071
Cumulative time on PI 304=28 347245 0.073
PI consumption. ves (%) 104/139 (74.8) 113/134(84.3) 0.052
Cumulative time on NRTI 98.6x61.1 1226 +£50.5 <0.001
NRTI consumption, yes (%) 130/139 (93.5) 135/135 (100%) 0.003
Cumulative time on d4T 145=206 352219 <0.001
Cumulative time on NNRTI 133169 17.1+169 0.034
NNRTI consumption, ves (%) 91/138(659) 97/135 (71 9) 0.292

Glucose/Insulin

Glucose (mmol/L) 5207 5.5£14 0.211
Hyperglicaemia = 6.1, (%) 16/138 (11.6) 25/135 (18.5) 0109
Insulin (WU/mL) §9+101 144177 =0.001
Insulin > 18, n (%) 14/132 (10.6) 38/134 (28.4) <0.001
HOMA-IR 2127 39451 <0.001
Lipids (mmol/L)

Triglyceride 1814 3£24 =<0.001
Triglyceride > 2.2, n (%) 29/138 (21) 70/134 (52.2) <0.001
Total cholesterol 49x12 5514 <0.001
Colesterol = 5.2. 1 (%) 54/138 (39.1) 75/135 (55.6) 0.007
LDL cholesterol 28+1 33x12 0.002
LDL= 34, n (%) 31/134(23.1) 46/111 (41.4) 0.002
HDL cholesterol 13=06 11+04 <0.001
HDL <09.1(%) 25/138 (18.1) 49/135 (36.3) 0.001

Quantitative variables are expressed as mean + standard deviation. Qualitative variables are expressed as percentage.
# Use of some other antiretroviral drugs (ddl, 3TC. ABC, TFV, EFV. NVF, 8QV.IDV, RTV, NFV. APV. LPV, ATV) was non-significantly different between groups

HAART. but patients with lipodystrophy more frequently prolonged exposure to NRTI as a whole and. particularly. to
consumed NRTI and PL In addition. this group had a more d4T (p=<0.001 and p<0.001. respectively) than patients
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without lipodystrophy. With respect to metabolic parameters.
Table 1 shows that metabolic disturbances were, in general.
more prevalent and deeper m patients with lipodystrophy
compared to those without.

PPARy Prol24la SNP

Table 2 shows the genotype distribution and allele
frequencies for PPARy Prol2Ala polymorphism. Genotype
distribution and allele frequencies in the UC and HIV-1-
infected subjects were in accordance with the expected
Hardy-Weinberg equilibrium. We observed no differences
between HIV-1-infected subjects with and without
lipodystrophy (p = 0.9 and p = 0.87 for genotypewise and
allelewise comparisons. respectively). Using lipodystrophy
as outcome., we found no association between allele
distribution (4la carriers vs non-Ala carriers) and the
lipodystrophy phenotype (OR = 0.92: 95%CI: 0.16-1.87);
similar results were obtained after adjusting for age (OR =
1.03: 95%CT: 1.0-1.6) and gender (OR = 0.55: 95%CT: 0.32-
0.95).

The relationship between the PPARy Prol2Ala SNP and
metabolic variables in all HIV-l-infected subjects was
assessed. In the univariate analyses, patients carrying the
common Pro/Pro genotype had lower plasma cholesterol
levels than carriers of the variant X/dla genotype: 5.1+1.3
mmol/L vs 5.6=1.3 mmol/L. p = 0.020 for total cholesterol.
and 2.9=1.1 mmol/L vs 3.4%1.2 mmolL, p = 0.038. for
LDL-cholesterol. When we repeated these assessments in
HIV-1-infected patients categorized according the presence
or absence of lipodystrophy, we observed similar significant
associations only in the subset of patients with
lipodystrophy: plasma total cholesterol was 5.3=1.4 mnol/L
in carriers of the Pro/Pro genotype and 6.1=1.5 mmol/L in
carriers of the X/dla genotype (p = 0.029): plasma LDL-
cholesterol was 3.1=1.1 mmolL in persons carrying the
Pro/Pro genotype and 3.9=1.3 mmolL in carriers of the
variant X/4la genotype (p = 0.025). These associations
however were no longer significant when a multivariate
analysis which included PPARy genotype, age. gender, risk

Table 2.
Infected Subjects with and without Lipodystrophy
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factor for HIV-1 infection. plasma viral load. HCV infection.
BMI, plasma lipid and carbohydrate metabolism parameters
and use of the different antiretroviral drugs was performed,
No association was found between PPARy genotype and the
time elapsed for developing lipodystrophy and the severity
of lipodystrophy. No differences in the genotype and allele
distribution were observed between UC and HIV-1-infected
patients.

PPARy mRNA Expression in SAT

HIV-1-infected patients, assessed as a whole, had a non-
significantly decreased PPARy mRNA expression compared
with UC (p = 0.093). With respect to the HIV-1l-infected
subset. those without lipodystrophy had a slightly higher
value compared with that of patients with lipodystrophy (p =
0.216) (Fig. 1). The lowest PPARy mRNA expression was
observed m HIV-1-infected patients with lipodystrophy (p =
0.054 compared with UC). We also assessed whether the
PPARy Prol24la SNP influences the PPARy mRNA
expression in SAT. The main effect was observed in the
subset of patients with lipodystrophy: those carrying the
common Pro/Pro alleles had lower PPARy mRNA
expression than that of the X/dla carriers: 0.5017=0.1891
(median 0.4524) vs 0.8327£0.3081 (median 0.7418). p =
0.015, The small number of patients assessed however
demands caution when interpreting our data. Correlation
analyses showed that PPARy mRNA expression was
positively correlated with plasma total cholesterol (r=0.311:
p =0.054) and plasma LDL-cholesterol (r=0.43: p=0.018).
and negatively with plasma wnsulin (r = -0.45: p = 0.005).
HOMA (r = -043; p = 0.008) and BMI (r = -0.28: p =
0.031). These significant correlations were observed only
when all HIV-1-infected subjects were analysed together.

DISCUSSION

This genetic association study showed that there is no
relationship between the PPARy Prol2Ala SNP and the
presence of lipodystrophy and/or metabolic derangements in
Spanish HIV-l-infected subjects under HAART. On the

Genotype Distribution and Allele Frequencies of the PP4ARY Prol24la Polymorphism in Healthy Subjects and HIV-1

All Subjects (n = 362) HIV-1 Infected (n=278)
EEdlly Solsdin s enmiie Uninfected HIV-1 Infected Patient Without Lipodystroph ith Lipodystroph
& . Tninfecte -1 Infected Patients ithout Lipodystrophy | with Lipodystrophy
and Allele Froquencies Controls (n=84) =278 P (n=139) (n=139) P
(%) n (%) (%) n (%)
C/C Pro/Pro 78 (92.9) 239 (36) 119 (85.6) 120 (86.3)
G/C Pro/dla 6(7.1) 37(13.3) 02 19(13.7) 18 (12.9) 09
G/G Ala/Ala 0(0) 2(07) 1(0.7) 1(0.7)
cic 78 (92.9) 239 (36) " 119 (85.6) 120 (86.3) :
GG +C/G 6(7.1) 39(14) i 20(14.4) 19 (13.7)
162 515 257 258
Alinlaic (96.4) (92.60) (92.4) (92.8)
0.08 0.87
; 6 41 21 20
Alislats (.6) (7.4) 7.6) (72)

Results are expressed as n (%). Genotype distribution and allele frequencies in the uninfected controls and in the HIV-1 infected patients was in accordance fo the expected Hardy-

Weinberg equilibrium. DNA for genotypmg was available from 84/103 nninfected controls.
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other hand. we found that PPARy mRNA expression in SAT
is under genetic control at least in patients with
lipodystrophy.  Our  HIV-l-infected  patients  with
lipodystrophy had a near-significantly reduced expression of
PPARy in SAT compared with uninfected controls. We
confirm that patients with lipodystrophy have a better CD4+
T-cell recovery. high prevalence of AIDS and a greater
exposure to HAART. particularly to NRTI and PL
Furthermore, patients with lipodystrophy had a significantly

higher prevalence of lipid and glucose metabolism
disturbances [34, 35].
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Fig. (1). PPARy mRNA expression in adipose tissue in HIV-1-
mfected subjects with and without lipodystrophy and m umnfected
controls. PPARy mRINA levels are normalized with the mRNA
expression of two housekeepmg genes (weighted mean of f-actin
and cyclophilin). Whiskhes are 95%CI, boxes represent
mterquartile range, and bars are median. UC: uninfected controls.

The pathogenesis of HAART-related lipodystrophy in
HIV-1-infected persons is still a medical mystery. Some
protease inhibitors have been involved in disturbances of
adipocyte differentiation while NRTL particularly D4T. may
cause adipocyte apoptosis [3]. The cumulative effect of both
actions may result in an imbalance between adipocyte
production and destruction leading to adipocyte loss and.
hence, lipoatrophy. Not all patients that receive the same
treatment and have a similar immunologic and virologic
scenario develop lipodystrophy and metabolic derangements.
so, a host, genetically-driven. wvulnerability has been
suggested. From the mechanistic point of view, PPARy is a
good candidate gene to be studied in this respect because it is
involved in the regulation of adipogenesis, lipid storage.
insulin and glucose metabolism [36]. Furthermore, PPARy
controls the expression of proteins such as leptin.
adiponectin and tumour necrosis factor @ (TNF-a), all these
related with lipodystrophy [37]. Additionally. rare loss-of-
function PPARy gene mutations which are associated with a
decreased transcriptional activity, can cause familial partial
lipodystrophy. a syndrome that is characterized by an altered
distribution of subecutaneous fat together with features of the
metabolic syndrome [26. 27]. findings that share similarities
with HAART-associated lipodystrophy. Association studies
between the PPARy Prol2A4la SNP and adiposity. diabetes
and dyslipidaemia in non-HIV-infected subjects already exist
and offer discordant results [18-20, 38-43], but few data are

Savmoy et al.

available regarding this aspect in HIV-1l-infected persons
[44]. Our findings indicate that there is no relationship
between the PPARy Prol24la SNP and lipodystrophy. The
effect of the PPARy Prol24la SNP on lipid metabolism
parameters has been widely studied in genetic association
studies in non-HIV-infected patients. with inconsistent data
[18. 38-43]. Some studies found an association between the
XI2Ala genotype and a higher total- and LDL-cholesterol
both in non diabetic [41] and diabetic subjects [42]: in others
no associations were detected [18, 38-40, 43]. Although our
data suggest that this polymorphism may modulate the risk
of hypercholesterolemia in HIV-l-infected patients with
lipodystrophy at the univariate analysis, this modulator effect
was lost when a multivariate approach was performed. With
respect to carbohydrate metabolism parameters, we observed
a lack of association between PPARy Prol2Ala SNP and
disturbances in plasma glucose and insulin metabolism. This
contrasts with previous studies in non HIV-infected subjects
which found an association between X/I124la and msulin
sensitivity and a decreased risk of diabetes mellitus, although
data are conflicting [18, 28, 38-40]. Discordant results
between studies may be due to the heterogeneity of the
populations studied and the multifactorial environmental and
poligenic origin of these disorders.

Additional findings from our study indicate that PPARy
mBRNA expression in subcutaneous adipose tissue from HIV-
linfected subjects with lipodystrophy showed a trend to be
lower compared to UC and patients without lipodystrophy
We therefore confirm the findings reported by some authors
[10. 11. 45] but disagree with others [9]. In the latter report
[9]. 30 HIV-l-infected subjects with lipoatrophy with or
without lipohypertrophy (similar to us) were assessed. and
PPARy mRNA expression was significantly lower in
patients with lipodystrophy compared with those without. In
this study, at the moment when the SAT biopsy was made.
73% of patients were taken a PI-based regimen, while in our
study this number was 16%, although most had been used PI
in the past. Additionally. only 11% of our patients were
currently receiving d4T when biopsied (these numbers are
not provided in other reports). The differences in the
antiretroviral drugs that the patients were using when were
biopsied offers a plausible explanation for discrepancies.
given the different effects that different antiretroviral drugs
exert on PPARy. Several in vitro studies with pre-adipocyte
cells treated with antiretroviral agents, have shown a
decreased expression of PPARy and other adipocyte
transcriptional factors, together with a decrease in the
synthesis of enzymes implicated m lipid and glucose
metabolism [12-14, 46, 47]. Thymidine analogues (d4T and
AZT) and efavirenz can also lower PPARy expression in
differentiating adipocytes [47-49]. Apart from the drug-
related effects, PPARy activity may be altered in HIV-1-
mfected persons due to TNF-a disregulation [50, 51]. Viral-
dependent factors may also play a role. as suggested by the
finding of a decreased expression of the PPARy gene in
adipose tissue of untreated HIV-Il-infected patients. thus
suggesting a direct effect of HIV-1 on adipose tissue [45].
pethaps through a direct effect from some viral proteins. In
this way, Vpr is able to inhibit PPARy activity in pre-
adipocyte cells [15] whereas Nef has been shown to suppress
PPARy expression and reduce fatty acid levels in human T
and macrophage cell lines [16]. Finally, host-genetic
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determinants could also influence PPARy activity in SAT. as
our study suggests. given that in patients with lipodystrophy
those with the X/4la genotype showed greater PPAR-y
expression. This finding agrees with data from a previous
study performed on massively obese men [52].

In conclusion. our study suggests that there is no
associaton between carriage of the PPARy I24la genetic
variant and the risk of HAAR T-related lipodystrophy and its
associated metabolic derangements in Spanish HIV-1-
infected patients.
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ESTUDI 1. Human subcutaneous adipose tissue LPINI expression in obesity, type 2
diabetes mellitus, and human immunodeficiency virus-associated lipodystrophy

syndrome

Es un estudi de cassos i controls, transversal, en el que es va analitzar I’expressié de LPINI en
teixit adipos subcutani de 37 pacients amb infecci6 pel VIH en tractament amb TARGA, dels quals
24 presentaven LD i1 13 no i 21 controls no infectats pel VIH.

Respecte els pacients amb infeccio pel VIH, el 96% dels pacients amb LD estaven en tractament
amb estavudina respecte el 69% dels pacients sense LD. No vam trobar altres diferéncies en el

TARGA, variables antropométriques, lipidiques o glicémiques.

L’ARNm de LPIN1 va ser més elevat en els pacients amb infeccié pel VIH que en el grup control,
sense diferéncies entre els pacients amb i sense LD. Donat 1’abséncia d’un grup de pacients
infectats pero sense TARGA, no podem discernir si aquesta troballa és deguda al propi VIH o al
TARGA. Els nostres resultats contrasten amb un estudi recentment publicat en el que els pacients

amb LD presenten uns nivells de LPIN1 inferiors en relacié a pacients sense LD (70).

L’expressio de LPIN1 en teixit adipos subcutani, en el conjunt de pacients amb infeccié pel VIH,
es va correlacionar positivament amb la sensibilitat a la insulina mesurada mitjancant el test de
tolerancia a la glucosa endovenosa de mostres multiples. Estudis previs també han corraborat
aquesta associacio (138). S’ha postulat que la LPIN1 podria actuar com un regulador dels nivells
d’acid fosfatidat cel-lular que participen en diferents mecanismes intracel-lulars, incloent
I’homeostasis de la glucosa (139). Ademés, en el nostre estudi, els pacients en tractament amb IP,
farmacs associats a RI tenen uns nivells menors d’ARNm de LPIN1 en comparacié6 amb els
pacients en els que el seu TARGA no inclou un IP(140). Aquestes troballes permeten especular el
possible paper de la LPIN1 com a modulador de la RI induida pels IP.

L’ARNm de LPINT1 s’ha correlacionat positivament amb ’ARNm de PPARY i negativament amb
I’ARNm d’IL-6 i TNFa en els pacients amb infeccio pel VIH. Tant ’ARNm de PPARy com de
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TNFa es van mantenir com a determinants de 1’expressio de LPIN1 en 1’analisis multivariat ajustat
per sexe i LD. Aquestes troballes fan pensar que el TNF-0, pot modular I’expressio de LPIN1 en

els pacients VIH fet diferencial a altres transtorns associats a RI.
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ESTUDI 2. The IL-6 system in HIV-1-infection and in HAART-related fat

redistribution syndromes

El present estudi aporta nous coneixements sobre el paper de la IL-6 en la infeccio pel VIH i en la

LD associada al TARGA

Es un estudi muticéntric, de cassos i controls, a on es va analitzar la distribucié genotipica i
allelica del polimorfisme -/74 G>C en el gen de IL-6 en una cohort de 414 persones no infectades
pel VIH i 299 persones infectades comparables en edat i sexe. Dels pacients amb infeccié pel VIH
143 presetaven LD moderada o severa i 156 no en presentaven. En un subgrup d’individus es va

determinar I’expressio d’ARNm d’IL-6 en teixit adipos subcutani i els nivells plasmatics d’1L-6.

De les caracteristiques cliniques dels individus amb infeccio pel VIH cal destacar que els pacients
amb LD van presentar una major recuperacié del nimero de limfocits T CD4+, un major us
acumulat tant de INTI com de d4T, aixi com uns nivells més elevats d’insulina, TG, CT, LDL-c i

HDL-c i un IMC i una relacié cintura/maluc superior en comparacio als pacients sense LD.

El polimorfisme -174 G>C de la IL-6 no va modular el risc de desenvolupar LD o alteracions
metaboliques en pacients amb infeccid pel VIH i TARGA, aixi com tampoc va modular la rapidesa
d’insturacio de la LD. Recentment, un altre estudi tampoc ha trobat relacié entre aquest

polimorfisme i la dislipémia o la RI en pacients amb infeccié per VIH i TARGA (110).

Tampoc hem trobat relacié entre el polimorfisme i els nivells plasmatics d’IL-6 ni 1’expressio
d’IL-6 en teixit adipos subcutani. Per tant, el polimorfisme estudiat de la IL-6 no modula la

producci6 local ni sistémica d’IL-6 en la poblacio analitzada.

En relaci6 a la patogenesi de la infeccid pel VIH hem trobat que el genotip C/C i I’al‘lel C van ser

significativament més freqiients en el grup d’individus no infectats pel VIH, pel que aquest
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polimorfisme podria modular el risc d’infeccié pel VIH. Aquestes troballes contrasten amb les
descrites en un altre estudi, en el qual no es troben diferéncies en la distribucié del polimorfisme -
174G>C entre donants de sang no infectats pel VIH i persones infectades pel VIH tot i que el
numero de pacients analitzats és baix per un estudi genétic (141). La IL-6 t€ un paper important en
la resposta inicial a la infeccidé per una accid tant sobre la immunitat innata com humural (142).
Ambdos tipus d’immunitat estan involucrades en les primeres etapes de la infeccid pel VIH, pel
que és biologicament plausible investigar 1’efecte modulador de les variants genétiques de la 1L-6
en la vulnerabilitat de la infeccié pel VIH. Cal destacar que en el nostre estudi el grup control son
donadors de sang no infectats sense factors de risc coneguts per VIH, fet que dificulta la valoracio
dels resultats i recomana precauci6 en la interpretacion dels mateixos. Un grup exposat al VIH i no
infectat seria el grup control ideal per analitzar aquesta vulnerabilitat. El polimorfisme -174G>C,
en persones infectades pel VIH, també s’ha associat a risc de sarcoma de Kaposi (143) i a una

major recuperacié de limfocits CD4+ per TARGA (144)

Tant la produccié local com sistémica d’IL-6 estan incrementades en pacients amb infecci6 pel
VIH respecte controls no infectats. Aquesta troballa ja s’havia descrit préviament (145) i pot estar
relacionada amb el fenomen inflamatori que acompanya a la infeccio pel VIH. En el nostre estudi
no trobem diferéncies en els nivells plasmatics ni en ’expressié d’IL-6 en teixit adipds entre els
pacients amb/sense LD, aixi com tampoc s’han relacionat amb els IP analitzats de forma individual
que prenien els pacients. Aquestes troballes indiquen un efecte directe del propi VIH i/o del
TARGA sobre el teixit adipds que provocaria un augment de la sintesis local d’IL-6 i
conseqiientment dels nivells plasmatics independentment de la preseéncia/abséncia de LD. En el
nostre estudi no podem discernir si ’increment local i sistémic d’IL-6 és degut al VIH o al
TARGA ja que no hem analitzat un grup de pacients amb infeccié pel VIH sense TARGA.

En la nostra cohort, I"inic factor predictor independent de desenvolupament de LD va ser la

duraci6 de I’exposicid a estavudina, relacio ja descrita préviament en altres estudis (38).
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ESTUDI 3. PPARyY Prol2Ala polymorphism in HIV-1-infected patients with HAART-

related lipodystrophy

Es tracta d’un estudi muticéntric de cassos i controls a on es va analitzar la distribucid genotipica i
al-lelica del polimorfisme Prol2Ala del PPARy en una cohort de 278 persones infectades pel VIH,
dels quals 139 presetaven LD moderada o severa i 139 no presentaven LD i 105 persones no
infectades pel VIH. En un subgrup d’individus es va determinar 1’expressio d’ARNm de PPARy en

teixit adipds subcutani.

Pel que fa a les caracteristiques cliniques dels pacients amb infeccio pel VIH cal destacar que els
pacients amb LD van presentar una major recuperacié del niumero de limfocits T CD4+, un major
us acumulat tant de INTI com de d4T, aixi com uns nivells més elevats d’insulina, TG, CT, LDL-

¢ i HDL-c i un IMC i una relacié cintura/maluc superior en comparacio als pacients sense LD.

Aquest estudi d’associacié genética va mostrar que no hi ha relacid entre el polimorfisme
Proi2A4la del PPARy i la preséncia de LD en pacients amb infeccido pel VIH espanyols amb
TARGA, aixi com tampoc amb la severitat ni amb el temps d’evoluci6 a LD. Aquest

polimorfisme en el gen del PPARy no havia estat estudiat préviament en poblacié VIH.

Els pacients amb el genotip Pro/Pro van presentar uns nivells de CT i LDL-c més baixos comparat
amb els pacients amb genotip X/Ala, tant quan es van estudiar tots els pacients VIH junts com
quan es va estudiar el grup de pacients amb LD. En canvi, en el grup de pacients sense LD no vam
trobar aquesta associaci6. Tampoc es van observar diferéncies en la distribucié genotipica ni

al-lelica entre els controls sans i els pacients infectats pel VIH.

Diversos estudis han analitzat 1’associacid d’aquest polimorfisme amb adipositat, diabetes o
dislipémia en poblaci6 no VIH amb resultats discordants (129-135). Respecte la dislipémia,

alguns estudis troben una associaci6 entre el genotip X/2A4la i nivells més elevats de CT i LDL-c
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en individus no diabétics i diabétics (146,147), en concordancia amb el nostre estudi, tot i que
altres estudis no troben dita associacid (132,148). Les nostres dades suggereixen que aquest
polimorfisme pot modular el risc d’hipercolesterolémia en pacients infectats pel VIH, encara que
amb 1’analsis multivariat aquest efecte desapareix. En relacié al metabolisme de la glucosa no
trobem cap relacid entre el polimorfisme i la glucosa o la insulina plasmatica, en contra d’estudis
realitzats en la poblacidé no infectada pel VIH en que descriuen una associacié entre X/12Ala i la
sensibilitat a la insulina i la disminuci6é en el risc de diabetes mellitus tipus 2 (132,149). La
discordancia de resultats entre estudis pot ser atribuida a I’heterogencitat de les poblacions

estudiades aixi com al caracter multifactorial i poligénic d’aquests transtorns.

Hem trobat una disminucid no significativa en I’expressié6 d’ARNm de PPARYy en els pacients amb
LD respecte el grup d’individus no infectats. Aquests resultats estan en concordancia amb estudis
previs (53,59). En el nostre treball no trobem diferéncies en I’expressio d’ARNm entre els pacients
amb/sense LD, en desacord amb altres autors que troben uns nivells d’ARNm més baixos en els
pacients amb LD (60). Cal tenir en compte que els estudis mencionats varien en metodologia ja
que algun d’ells no inclou un grup de pacients sense LD (53,59) o un grup de pacients sense
infeccié pel VIH (60). Ademes els pacients poden tenir diferent patrdo de LD (lipoatrofia vs LD
mixta o lipohipertrofia) i rebre una pauta de TARGA amb diferents efectes sobre 1’expressid
genica. En aquest sentit nomes el 16% dels nostres pacients rebien un IP en contrast amb el 73%
del grup de Kannisto (60) i el 11% dels pacients del nostre estudi rebien d4T en el moment de la
biopsia, desconeixent el percentatge en I’estudi mencionat. Aquestes diferéncies entre 1’is de IP
en el moment de la bidpsia podria ser una explicacio plausible de les diferéncies trobades entre
estudis, donat I’efecte variable que els diferents antiretrovirals exerceixen sobre 1’expressio de

PPARy.

Hi ha diversos factors que poden estar relacionats amb 1’expressié disminuida de PPARy en els
pacients amb LD. El TARGA probablemente jugara un paper important com demostren els

estudis in vitro (54-57,128). Per un altre costat, s’ha vist que pacients sense TARGA tenen uns
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nivells d’ARNm de PPARY inferiors als de la poblacié no infectada suggerint un paper per part del
propi VIH (83). Tant la proteina viral Nef com la proteina Vpr han demostrat una inhibici6 de
I’expressi6 d’ARNm de PPARy en linees cel-lulars de preadipocits o cél-lules T humanes i
macrofags respectivament (84,85). La disregulacio de les citoquines proinflamatories com el TNF-
a i la IL-6 s’ha relacionat amb una disminucié de 1’activitat de PPARy (53,59,60). Finalment i tal
com suggereix el nostre estudi, al trobar una menor expressi6 d‘ARNm de PPARy en els
portadors del genotip Pro/Pro, pot existir una variabilitat genética en 1’expressié de PPARy, tot i

que el niimero reduit de pacients analitzats demana precaucid en la interpretacié dels resultats.
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Estudi 1: Human subcutaneous adipose tissue LPIN1 expression in obesity, type 2 diabetes,

and human immunodeficiency virus-associated lipodystrophy syndrome

- Objectiu primari:
Els pacients amb infeccio pel VIH en tractament amb TARGA tenen una expressio d’ARNm de
LIPNI en teixit adipds més elevada que els pacients sense infeccid pel VIH, sense diferéncies

entre pacients amb/sense LD.

- Objectius secundaris:

a) L’expressi6 d’ARNm de LIPN1 en teixit adipoés de pacients amb infeccid pel VIH es
correlaciona positivament amb I’expressio d’ARNm de PPARY.

b) L’expressi6 d’ARNm de LIPN1 en teixit adip6és de pacients amb infeccid pel VIH es
correlaciona negativament amb 1’expressio de citoquines proinflamatories (IL-6 i TNF-a).

c) L’expressi6 d’ARNm de LIPN1 en teixit adipés de pacients amb infeccid pel VIH es

correlaciona positivament amb la sensibilitat a la insulina.

Estudi 2 The IL-6 system in HIV-1l-infection and in HAART-related fat redistribution

syndromes

- Objectiu primari:

a) El polimorfisme -774 G>C del gen de la IL-6 no esta relacionat amb la LD en pacients VIH que
reben TARGA.

b) Hi ha una hiperproduccio local (teixit adipos) i sistémica d’IL-6 en els pacients infectats pel

VIH que reben TARGA. Aquesta hiperproduccioé no esta modulada per la preséncia de LD
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- Objectius secundaris:

a) El genotip C/C i I’al-lel C de la IL-6 han sigut significativament més freqiients en els individus
no infectats pel VIH, pel que aquest polimorfisme podria estar involucrat amb la vulnerabilitat a la
infeccio pel VIH

b) El polimorfisme -774 G>C del gen de la /L-6 no influeix en els nivells plasmatics d’IL-6 ni en
I’expressi6 d’IL-6 en teixit adipos subcutani.

c¢) El polimorfisme -774 G>C del gen de la IL-6 no modula el metabolisme lipidic ni glicémic en

pacients amb VIH i TARGA

Estudi 3: PPARy Prol2Ala polymorphism in HIV-1-infected patients with HAART-related

lipodystrophy

- Objectius primaris:

a) No existeix una associacio entre el polimorfisme Prol2A4la del PPARy i el risc de desenvolupar
LD associada al TARGA.

b) L’expressi6 d’ARNm de PPARy va ser inferior en els pacients amb LD respecte el grup

d’individus no infectats, sense diferéncies respecte els pacients sense LD.

- Objectius secundaris:

a) No observem diferéncies en la distribucié genotipica ni al-l¢lica del polimorfisme Prol2A4la del
PPARy entre els controls sans i els pacients infectats pel VIH.

b) Els pacients amb el genotip Pro/Pro tenen una expressio d‘ARNm de PPARy menor que els
X/Ala

c) Els pacients amb el genotip Pro/Pro van presentar uns nivells de CT i LDL-c més baixos
comparat amb els pacients amb genotip X/Ala, tant quan es van estudiar tots els pacients VIH junts

com quan es va estudiar el grup de pacients amb LD.
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