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2. Listado de abreviaturas

e A1AT: Alfa-1-antitripsina

¢ Alb/Cr: Cociente uirnario Albumina/Creatinina

e ALB: Albumina

e ARV: Tratamiento antirretroviral

¢ BR: Biopsia renal

e CM: Enfermedad por cambios minimos

e DLP: Dislipemia

* DM: Diabetes Mellitus

e ER: Enfermedad renal

e ERC: Enfermedad renal cronica

e EUA: Excrecion urinaria de albimina

¢ FGe: Filtrado glomerular estimado

e FRA: Fracaso renal agudo

e GESF: GLomeruloesclerosis segmentaria y focal
* GN IgA: Glomerulonefritis por depdsitos de Inmunoglobulina A
e GNM: GLomerulonefritis mebranosa

e GNMP: glomerulonefritis membrano-proliferativa
e H-E: Tincion de hematoxilina-eosina

* HTA: Hipertension arterial

¢ ICVIH: Nefropatia por depdsito de inmunocomplejos en pacietne con infeccion por VIH
e IDV: Indinavir

¢ IP: Inhibidores de proteasa

* mALB: microalbuminuria

* NAVIH: Nefropatia asociada al VIH

e ND: Nefropatia diabética

e Pr/Cr: Cociente urinario proteina/Creatinina

e TAF: Tenofovir Alafenamida

e TARGA: Terapia antirretroviral de gran amplitud
e TDF: TEnofovir

e UMOD: uromodulina

e VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana
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3. Introduccion

3.1. Infeccion por el VIH y enfermedad renal

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es la gran enfermedad infecciosa de nuestro
tiempo. Segun el informe de Naciones Unidas de 2015, se estima que a nivel mundial existen
alrededor de 36,9 millones de personas que presentan infeccion por el VIH [1], constituyendo
una de las principales causas de muerte a nivel global en los ultimos 23 afios[2].

Se detectan 2 millones de nuevos casos incidentes al ario, el 70% de ellos en la region del
Africa subsahariana[1]. (ver figura 1)
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Figura 1| Prevalence of HIV infection in adults in 2009. The highest prevalence is seen in sub-Saharan Africa. Image
based on data from UNAIDS and adapted from Wikimedia Commons (http://en.wikipedia.org/wiki/File:AIDS_and_HIV_
prevalence_ 2009.svg), which is in the public domain.

Asimismo, el desarrollo de enfermedad renal, bien aguda ¢ cronica, es un factor de mor-
bi-mortalidad ampliamente establecido y con potencial conexion con otras patologias coe-
xistentes, como la infeccion por VIH.[3]

Por lo tanto, la afectacion renal de los pacientes con infeccion por VIH es un area que ha
suscitado un creciente interés en los ultimos afios, al haberse puesto de manifiesto una cre-
ciente incidencia de patologia nefrolégica en estos pacientes [4,5] asociada a una mayor
morbi-mortalidad [6-8].

El espectro de poblacion con infeccion por VIH en nuestro medio ha experimentado una gran
evolucion en las ultimas décadas, en paralelo a los destacados avances terapéuticos y de
investigacion en su diagnostico, control y tratamiento.

En las primeras épocas de aparicion del VIH en los afios 80 del siglo XX, la poblacion VIH +
de nuestro medio se conformaba mayoritariamente de pacientes jovenes, con altas tasas de
adiccion a drogas por via parenteral, de infecciones oportunistas graves y procesos linfopro-
liferativos asociados, que determinaban una elevada mobi-mortalidad.
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Desde el desarrollo de la terapia antiretroviral de gran amplitud (TARGA), a finales de la
década de los 90 se ha producido una modificacion progresiva de la historia natural de
la infeccion por el VIH con un descenso mantenido en la incidencia de sindrome de inmu-
nodeficiencia adquirida (SIDA) y de la mortalidad relacionada con el mismo [9,10]. En la
actualidad, la mayorfa de los pacientes con buena adherencia al tratamiento y un correcto
control virolégico e inmunolégico presentan una elevada esperanza de vida y una mortalidad
estimada similar a la poblacién general.[11]

A pesar de esta disminucion de la mortalidad relacionada con el VIH, existe un incremento en
la proporcion de muertes por otras causas. Ademas, con el aumento de la longevidad se ha
incrementado también la comorbilidad relacionada con enfermedades crénicas comunes a
la poblaciéon general como la diabetes mellitus (DM), la hipertension arterial (HTA) y la pato-
logia cardiovascular, entre otras.[12-14]

En relacion a la afectacion renal en estos pacientes, en la era pre-TARGA, unido a la mayor
prevalencia de infecciones oportunistas y neoplasias, la forma méas observada de patologia
renal correspondia al fracaso renal agudo por afectacion glomerular ¢ tubular, con alta pre-
valencia de glomeruloesclerosis focal y segmentaria colapsante, proteinuria severa y obje-
tivada mayoritariamente en pacientes muy inmunodeprimidos y con mal control viroloégico.
Este tipo de nefropatia inicialmene descrita en los pacietnes con infeccion por VIH, dio en
llamarse Nefropatia asociada al VIH (NAVIH), siendo oficialmente descrita en una publicacion
internacional en 1984 [15]

En la actualidad, debido a un mayor control virolégico e inmunoldgico, lo que aumenta la
longevidad de los pacientes, observamos una mayor frecuencia de alteraciones metabdli-
cas, un incremento en los factores tradicionales asociados al riesgo cardiovascular y una
exposicion mas prolongada a farmacos potencialmente nefrotéxicos, todo ello favorecedor
de un mayor desarrollo de enfermedad renal crénica [16-20].

La incidencia y prevalencia globales de ERC en los pacientes con infeccion por el VIH son
dificiles de determinar y varian en funcién del tipo de estudio, las caracteristicas de la po-
blacion de estudio, su regién geografica de procedencia y de los criterios utilizados para
definir la afectacion renal [16-26] En lineas generales, se ha descrito mayor afectacion renal
en pacientes de raza negra, probablemente debido a mayor prevalencia de polimorfismos
genéticos favorecedores (locus MYH9- APOL1) [27-29], y procedente de areas con limitado
acceso al tratamiento ARV.

En estudios en poblacion Africana subsahariana por ejemplo, la prevalencia de enfermedad
renal variaba entre el 6-48% de los pacientes con infeccion por VIH [21, 23].

En estudios Europeos y Norteamericanos, la prevalencia variaba entre 4,7-9.7%, pero si se
tenia en cuenta la microalbuminuria ¢ proteinuria elevadas como factor diagnéstico,en algu-
nos estudios la prevalencia se elvaba hasta 33% de los pacientes infectados por el VIH [30,
31].

En Esparia se establecio a través del estudio EPIRCE en 2010 una prevalencia global de ERC
en poblacion general cercana al 10% [32]

Revisiones recientes sugieren que la prevalencia de patologia renal en los pacientes con
infeccion por VIH podria estar infraestimada en relacion a la poblacion general, dado que
diversos estudios de prevalencia la elevacion de Albuminuria no se establecié como diag-
néstico de enfermedad renal, las ecuaciones de célculo de FGe podrian sobreestimar la
funcién renal en este tipo de pacientes dada la frecuente lipodistrofia, y el hecho de que la
prevalencia en poblacion general viene dominado por el segmento de mayor edad, infrere-
presentado todavia en la mayoria de poblaciones VIH. [18]

Estudio de la prevalencia de enfermedadsrenal, marcadores urinarios asociados
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Por ello, se sugiere que la enfermedad renal podria ser mas frecuente en los pacientes con
infeccion por el VIH que en la poblacion general de la misma edad, con predominio de esta-
dios moderados de enfermedad renal y lesién subclinica en forma de alteraciones urinarias.

Las alteraciones urinarias son frecuentes en estos pacientes, y se han descrito elevadas
prevalencias de microalbuminuria y proteinuria, tanto de origen glomerular como tubular, asf
como otras alteraciones principalmente asociadas al tratamiento ARV como hiperfosfaturia
¢ acidosis tubular renal [33, 34], como consta objetivado en el presente trabajo de tesis
doctoral [35].

La aparicion en los pacientes con infeccion por VIH de microalbuminuria, incluso en estadios
muy iniciales dentro de los rangos de normalidad [36], asi como la proteinuria, han sido re-
lacionados con mayor prevalencia, incidencia y progresion de la enfermedad renal y riesgo
cardiovascular [37-39].

Estos hallazgos presentan relaciéon con la estratificacion de riesgo de enfermedad renal y
eventos cardiovasculares en poblaciéon general establecida en las Ultimas guias KDIGO 2012
[40]. (ver figura 2)

Figura 2 | Los colores mostrarian el riesgo relativo ajustado para cinco eventos (mortalidad global, mortalidad
cardiovascular, fracaso renal tratado con didlisis o trasplante, fracaso renal agudo y progresioén de la enfermedad renal)
a partir de un metaandlisis de cohortes de poblacién general. El riesgo menor corresponde al color verde (categoria
«bajo riesgo» y si no hay datos de lesion renal no se puede catalogar siquiera como ERC), seguido del color amarillo
(riesgo «moderadamente aumentado»), naranja («alto riesgo») y rojo («muy alto riesgo»), que expresan riesgos
crecientes para los eventos mencionados.

En los pacientes con infeccion por VIH este riesgo podria estar incrementado debido a la
combinacion de diversos factores implicados:

1) La terapia antirretroviral: Este es un aspecto de especial relevancia y especifico de esta
poblacion. Los pacientes con infeccion por VIH reciben en su mayoria dicho tratamiento
de forma croénica y durante periodos muy prolongados. Diversos farmacos ARV han de-
mostrado potencial nefrotdxico, tanto los utilizados al inicio del desarrollo de la era TAR-
GA, como otros actuales. Existe una elevada cantidad de trabajos sobre este importante
asunto, siendo sin embargo la evidencia en ocasiones discordante y de dificil registro y
valoracion. [41,42]

En la mayoria de los casosreportados los farmacos implicados en la toxicidad renal son
los inhibidores de la transcriptasa inversa analogos a nucleésidos (ITIAN) y en particular el
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tenofovir (TDF) y los inhibidores de la proteasa (IP) como Indinavir ( IDV), Atazanavir (ATV)
y Lopinovir ( LPV), asi como el uso combinado de Ritonavir (RTV) con TDF por su efecto
potenciador de nefrotoxicidad.

Los ITIAN, representados fundamentalmente por TDF, pueden provocar afectacion renal
a través de alteracion funcional de proteinas transportadoras de las células epiteliales del
tubulo proximal, resultando en dafio mitocondrial celular y toxicidad. La disfuncién tubular
proximal o sindrome de Fanconi incluye fosfaturia, glucosuria con normoglucemia, acido-
sis tubular renal, proteinuria tubular e insuficiencia renal a medio-largo plazo.

El Tenofovir es ampliamente utilizado, hasta en el 50% de los regimenes ARV segun algu-
nos registros.

Los signos de disfuncion suelen revertir tras la retirada del farmaco, aunque en ocasiones
la lesion renal es persistente, probabemente por un efecto mecanismo de nefritis tubuloin-
tersticial crénica [43,44].

Los IPs pueden producir toxicidad a través de la precipitacion de cristales a nivel tubular,
litiasis, nefritis intersticial aguda ¢ crénica, FRA ¢ ERC. El uso de Indinavir es actualmente
limitado debido a su elevado potencial generador de cristaluira y nefrolitiasis. Ha sido
sustituido en gran medida por Atazanavir, con mejor perfil de seguridad, pero que aun asi
posee potencial efecto nefrotoxico, especialmente en regimenes potenciados con Rito-
navir. Otros IPs también han sido referidos en la literatura como potenciales nefrotoxicos
aungue en menor medida [45]. Este aspecto también es tratado en el presente trabajo de
tesis doctoral [ 46].

En general, la alteracion renal secundaria a terapia ARV suele aparecer en el primer afio
de tratamiento, y produce alteraciones moderadas, siendo infrecuente el desarrollo de
ERC terminal por este mecanismo. El potencial efecto lesivo parece ser acumulativo.

En los ultimos afios, atendiendo a la preocupacion creciente por la toxicidad renal ARV,
se han desarrollado nuevos farmacos con un perfil menos lesivo a nivel renal, como el
Tenofovir alafenamida (TAF), un profarmaco del TDF que parece haber demostrado menor
dafio renal [47-49]

Por todo ello, el reconocimiento de los pacientes en mayor riesgo de presentar nefrotoxici-
dad por ARV, asi como la monitorizacion y deteccion precoz de alteraciones urinarias son
claves para permitir una correcta adecuacion del tratamiento ARV y su ajuste de dosis y
evitar asi el desarrollo de enfermedad renal en estos pacientes.

2) Tratamiento concomitante con farmacos nefrotdxicos: A lo largo de la historia de la infec-
cién por VIH-1, aunque actualmente la morbilidad ha descendido respecto a épocas pre-
téritas, es habitual que estos pacientes requieran respcto a la poblaciéon general un mayor
numero de exploraciones diagndsticas potencialmente nefrotéxicas ( contraste iodado),
presenten infecciones que requieran antibiéticos nefrotéxicos ( aminoglucésidos) u otros
antiviricos asociados ( ganciclovir, Aciclovir) también potencialmente lesivos [17-19].

3) Mayor incidencia en esta poblacion de otros factores tradicionales que inducen nefropa-
tia, tales como la dislipemia (DLP), la hipertension arterial (HTA), la diabetes mellitus (DM)
o la coinfeccion por virus de la hepatitis C 6 B (VHC, VHB).

Segun las diferentes series de grandes cohortes, hasta un 25% de estos pacientes pre-
sentan coinfeccion por VHC ¢ VHB. Esta coinfeccion puede favorecer el desarrollo de
nefropatia por depdsito de inmunocomplejos, y se ha descrito como factor de riesgo inde-
pendiente de desarrollo de ERC en estas poblaciones [18,19,50,51]

Por otro lado, como ya se ha comentado previamente, lacreciente prevalencia de facto-
res tradicionales de riesgo de desarrollo de nefropatia y eventos cardiovasculares como
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la DLP, HTa 6 DM, ligados a la mayor supervivencia y envejecimiento de esta poblacion,
constituyen, como en la poblacién general , una cléasica causa de enfermedad renal [12-
14].

Algunos trabajos han mostrado ademas que estos pacientes podrian ser especialmente
susceptibles al desarrollo de nefropatia ante la aparicion por ejemplo de DM, comparados
con poblacion sin infeccion por VIH [52].

Asimismo, es conocido el efecto de “envejecimiento acelerado” que presentan los pa-
cientes con infeccion por VIH, en contexto de niveles de inflamacion y lesién endotelial
elevados y relacionados con el propio virus [53-56].

4) Efecto directo del propio virus VIH: Diversos trabajos han demostrado que el VIH accede a
las células tubulares y glomerulares, estableciendo un reservorio renal, con una presencia
constante en tejido renal, aunque no siempre con actividad replicativa [57-64].

Se ha observado afectacion especialmente podocitaria por el virus, induciendo una proli-
feracion, desdiferenciacion y apoptosis anémalas que favorecen nefropatia [65-69].

Ademas, aunque de forma mas indirecta, el VIH provoca una expansion policlonal de
inmunoglobulinas como respuesta a la replicacion viral y a proteinas virales que predispo-
nen a la aparicion de nefropatia por deposito de inmunocomplejos [17-19, 70]

En mdltiples trabajos descriptivos, una elevada carga viral ( CV) y/é un descenso marcado
de los linfocitos CD4 se relacionaron con el desarrollo de enfermedad renal entre pacien-
tes con infeccién por VIH.

Asi, en los grandes estudios poblacionales, se han descrito factores de riesgo de desarro-
llo de enfermedad renal en pacientes con infeccion por VIH de forma global relativamente
comunes tales como: edad elevada, origen africano subsahariano, infeccion por VIH no
controlada, tiempo bajo terapia ARV, niveles de CD4 < 200 cels/mm3, uso de tratamientos
nefrotéxicos e incidencia de factores tradicionales de enfermedad renal (HTA, DM, DLP)
[16-19, 25, 26].

A pesar de los multiples factores implicados, aunque las consecuencias a largo plazo de la
disfuncioén renal crénica en los pacientes con infeccion por el VIH no han sido por el momento
establecidas de forma absoluta, diversos estudios han establecido un bajo porcentaje de
pacientes con infeccion por VIH que requieren tratamiento renal sustitutivo. Se ha estudiado
asimismo el tratamiento, acceso y evoluciéon del trasplante renal en estos pacientes, con
buenos resultados. [71]

Por tanto, debido a la complejidad y multifactoriedad de la patologia renal en los pacientes
con infeccion por el VIH es conveniente, en primer lugar, establecer la prevalencia de dichas
alteraciones en la poblacion de nuestro medio méas inmediato, estableciendo cual es el por-
centaje de pacientes que presentan enfermedad renal crénica segun criterios basados en
el célculo del filtrado glomerular, asi como la deteccién de alteraciones urinarias incipientes
¢ establecidas.

Por otro lado, es de gran importancia el establecimiento de unas medidas de control que per-
mitan el diagndstico precoz de la afectacion renal en el VIH de una manera sencilla, teniendo
en cuenta que en las primeras etapas de la patologia ésta se manifiesta de manera silente, y
que, a su vez, permita su seguimiento, monitorizacion y ajuste de tratamientos.

Asi, en el afio 2005, la Sociedad Americana de Enfermedades infecciosas publicé su primera
guia de manejo de pacientes VIH + con enfermedad renal crénica. En Espafia se publicd en
2010 el primer documento de consenso sobre la evaluacién y manejo de la afectacion renal
en pacientes con infeccion por el VIH, por parte del Panel de Expertos del Grupo de Estudio
de SIDA (GESIDA), la Sociedad Espafola de Nefrologia (S.E.N.) y la Sociedad Espafiola
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de Bioqguimica Clinica y Patologia Molecular (SEQC), con actualizaciones periédicas subsi-
guientes [72,73]

Se han definido asimismo, y validado en grandes cohortes, escalas de riesgo de desarrollo
de enfermedad renal en los pacientes VIH, profundizando y proponiendo interesantes herra-
mientas para la prevencion y el control de estos eventos en dicha poblacion.[74]

3.2. Histologia renal en pacientes con infeccion por VIH

En consonancia con la evoluciéon enel tratamiento de la infecciéon por VIH, el desarrollo de
nuevos farmacos, el aumento de la esperanza de vida y por tanto la apariciéon de factores
tradicionales de riesgo cardiovascular y renal en estos pacientes, el espectro de afectacion
renal y los hallazgos histolégicos han experimentado una arcada transformacion en la era
TARGA.

En la era pre-TARGA, la forma mas caracteristica y mejor definida de afectacién renal en
pacientes por VIH era la NAVIH. Descrita por primera vez en 1984 [15], se caracterizaba
por una gloemruloesclerosis focal y segmentaria con colapso de los capilares glomerulares,
dilatacion tubular microcistica (marcador de mal prondstico), inflamacion intersticial y prolife-
racion e hipertrofia podocitaria.

LA presentacion caracteristica era un deterioro de funcion renal marcado con proteinuria
nefrética.

Se describié prncipalmente en sujetos afroamericanos con enfermedad por VIH avanzada y
mal control virolégico, en ocasiones sin tratmiento ART.

LA evolucion hacia ERC terminal es frecuente si no se inicia terapia ARV.

En la era pre-TARGA afectaba alrededor del 10% de los pacientes con infeccion por VIH en
Estados Unidos, aunque desde el desarrollo de los nuevos antirretrovirales a partir de 1995 ,
su incidencia y prevalencia han descendido notablemente [75].

LA etiopatogenia de la NAVIH ha sido estudiada en modelos murinos y confirmada en parte
en estudios histoldgicos en humanos.

Se ha demostrado que el virus VIH afecta directamente a las células parenquimatosas rena-
les, sirviendo en ocasiones como habitual reservorio viral no productivo, sin replicacion viral.

Las vias de afectacioén celular renal no han sido clarificadas por completo, pero se ha obser-
vado que diversas proteinas virales como NEf, Vpr y Tat podrian jugar un papel importante
como mediadores, pudiendo afectar directamente a los podocitos.

Esta afectacion conllevaria la “catastrofe mitética” con apoptosis celular, asi como la desdi-
ferenciacion y proliferacion anémalas por alteracion del ciclo celular podocitario y de células
tubulo-epiteliales renales.

Esto conllevaria la sobreexpresion de moléculas de adhesion podocitaria, asi como la pér-
dida de expresion de otras proteinas tales como nefrina, cedherina, y synaptopodina, y en
ultimo término acabaria promoviendo la forma de GSFyS colapsante propia de la NAVIH.

La existencia de las variantes genéticas APOI1 tipo G1 y G2 han demostrado presentar ma-
yor susceptibilidad a los mecanismos de afectaciéon mesenquimal viral descritos previamen-
te. Las poblaciones de origen africano subsahariano presentan una mayor prevalencia de
dichas variantes genéticas, lo que las hace mas vulnerables al desarrollo de NAVIH.

Estudio de la prevalencia de enfermedadsrenal, marcadores urinarios asociados
y su relacion lﬂ'm alteraciones histolégicas en pacientes con infeccion por VIH-1
i - W

Dado que no existe ninguna otra caracteristica clinica ¢ morfoldgica renal especifica de
NAVIH, el papel de la biopsia renal para su diagnoéstico es crucial, para poder discernir de
otras potenciales causas de afectacion renaly obtener datos sobre severidad y prondstico a
nivel histolégico.

En ausencia de terapia ARV efectiva, la progresion a ERC terminal es frecuente y de rapida
evolucion. Por ello, el tratamiento de eleccion, ademas de farmacos antiproteinuricos, es la
instauracion de TARGA.

Desde la extension del tratamiento TARGA y fundamentalemtne en estudios Europeos, se ha
observado una creciente prevalencia de un conjunto de alteraciones histoldgicas que se ha
denominado GN por depésito de inmunocomplejos en el VIH ( ICVIH).

Se trata de un grupo de alteraciones con el denominador comun de presentar depdsito
glomerular de inmunocomplejos y que incluyen: Nefropatia IgA, lupus-like GN, GN post-in-
fecciosa, GN Membranosa, GN membranoproliferativa y crioglobulinemia, aunque estas dos
Ultimas habitualemente estan influenciadas por co-infecciéon con VHC.[76, 77]

Actualmente, junto con la aparicion de nefropatia secundaria a factores de riesgo carciovas-
cular tradicionales, se trata del grupo de nefropatias mas prevalente en los paises desarro-
llados, en especial en Europa, con acceso a TARGA, en pacietnes con correctos controles
viroldgicos e inmunoldgicos en infectados por VIH.

En este grupo de patologias las variantes genéticas APOL1 también parecen jugar un papel
favorecedor, aunque en forma menos severa que en NAVIH, y todavia no dilucidado por com-
pleto. DE hecho, la ICVIH es mas prevalente en Estados Unidos entre pacientes de origen
africano subsahariano.

La etiopatogenia parece derivada de una interactuacion entre la susceptibilidad genética,
las interacciones huésped-antigeno, la patogenicidad viral , la duracién e intensidad de la
respuesta inmune y factores ambientales como el tratamiento.

EN los pacientes con infeccion por VIH es frecuente el desarrollo de hipergammaglobuline-
mia policlonal, que da lugar a la formacién de inmunocomplejos circulantes.

Estas inmunoglobulinas pueden unirse a antigenos virales tales como p24, gp41y gp 120,
formandose asi inmunocomplejos que pueden posteriormente depositarse en el glomérulo
renal causando la afectacion nefrolégica. Este mecanismo, en parte observado en diversos
estudios, marcaria el importante papel del virus VIH en el desarrollo de este tipo de patolo-
gfas.

Los inmunocomplejos se alojarian en el tejido renal bien por atrapamiento durante su cir-
culacién sistémica o bien por formacion In situ, ante la apricién de antigenos presentes en
céluslas renales, como podria ser el caso de la GN post-infecciosa. (ver figura 3)

En recientes articulos con estudio de amplias cohortes de biopsias, que cmparaban las
caracteristicas de los pacietnes dianosticados de NAVIH con aquellos diagnosticados de
ICVHI, se observé que los pacientes con ICVIH tendian a ser de mayor edad, con mas pre-
valencia de HTA, CD4 mas elevados, menor CV, mayor FGe y manor proteinuria que aquellos
con NAVIH [78].

La progresion a ERC terminal es menos frecuente que en los caoss de NAVIH.
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Mas alla de la NAVIH y la ICVIH, se han descrito en los pacietnes con infeccion por VIH
una elevada heterogeneidad de alteaciones histoldgicas renales, algunas especialmente fre-
cuentes con respecto a la poblacién general como podria ser la Microangiopatia trombdtica
(MAT), la GSFyS NO colapsante, la amiloidosis, y otras.

Ademas, se pueden hallar signos de nefritis tubulo-intersticial cronica ¢ aguda secundaria
a farmacos ARV u otras drogas admionistradas, asi como nefropatia secundaria a factores
tradicionales de riesgo cardiovascular como la HTA ¢ la DM, que parece haber mostrado
en este tipo de pacientes mayor probabilidad de afectacion renal que en poblacién general
[80-85]

Asi, se ha observado en series de biopsias renales un incremento en la nefropatia diabética
e hipertensiva, en consonancia con la evoluciéon de esta poblaciéon comentada previamente.

Aquellos pacietes que presenten ademas, coinfeccion por VHC ¢ VHB, presentan mayor
riesgo de afectacion renal, especialmente en las formas de GN Membranosa 6 membra-
noproliferativa/crioglobulinemia secundaria [51].

Por todo ello, la realizacion de una biopsia renal sigue aun hoy en dia siendo clave fundamen-
tal para el diagnostico , tratamiento y prondstico adecuado de este tipo de pacietnes, sujetos
a tal variabilidad de factores intercurrentes que pueden estar determinando el desarrollo de
un buen numero de patologias renaes diversas.

La realziacion de la biopsia renal debe realziarse segun criterios similares a la poblacion ge-
neral, pero no debe postergarse debido a la infeccién virolégica de base o0 a una presuncion
empirica potencialmente errénea de la patologia renal presente. [79]

3.3. Peptidomica y VIH

Como ha sido expuesto previamente, la infeccion por VIH puede relacionarse con una ele-
vada variabilidad de patologia renal. Para alcanzar un diagnéstico diferencial definitivo, la
biopsia renal es todavia la herramienta clave en la patologia renal establecida. Sin embargo,
aungue es una técnica segura actualmente, no esta exenta de potenciales complicaciones,
en ocasiones graves ¢ fatales, aunque en baja proporcion [86].

En el caso de los pacientes con infeccion por VIH, diversas patologias coexistentes en este
tipo de poblacion, como la coinfeccion por VHC ¢ VHB, puede conllevar um mayor riesgo
de aparicion de complicaciones, fundamentalmente por mayor predisposicion a hemorragia
significativa.

Asimismo, la biopsia renal presenta unas indicaciones establecidas en aquellos casos en los
que las alteraciones urinarias 6 serolégicas son ya evidentes, por lo que no es en general
una técnica diagnostica apropiada para el diagnostico precoz de patologia renal incipiente
6 subclinica [87].

Por ello, serfa deseable conseguir un método de diagndstico precoz de patologia renal no
invasivo a través del andlisis de marcadores especificos urinarios ¢ plasmaticos de enferme-
dad renal especifica.

Diversos trabajos en los Ultimos afios han plasmado el importante esfuerzo por explorar y
establecer marcadores plasmaticos y especialmente urinarios diagnésticos y prondsticos de
patologia renal, tanto en poblacion general como en pacientes con diandstico histolégico de
enfermedad renal establecida.

Uno de los campos de investigacion y desarrollo mas importantes en este sentido en los
ultimos afnos, aplicado a diversas patologias, ha sido el de la peptidémica y proteémica [88].
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EL campo de la proteémica/peptidémica es aquel estudio cientifico destinado al estudio
de la expresion de las proteinas y los péptidos que las conforman en los fluidos bioldgicos,
dependiendo del contexto biolégico presente al momento del estudio.

Esto es posible debido a que si bien el genoma es una unidad estética, la expresion génica a
partir del ARN mensajero y por tanto la sintesis y expresion de proteinas son unidades dina-
micas y por tanto dependen de circunstancias fisiolégicas ¢ patoldgicas concretas.

Sin embargo, el proteoma humano esta compuesto de mas de 500.000 proteinas en compa-
racion con los alrededor de 40.000 genes presentes en nuestro genoma.

Asi pues, es de vital importancia la correcta discriminacion de los péptidos ¢ proteinas mas
abundantes, significativos 6 con mayor interés como marcadores ¢ pronésticos de procesos
bioldgicos.

Por ello, la seleccion del fluido biolégico a estudio y el desarrollo de tecnologia especifica
para su cuantificacion e identificaciéon son claves en el desarrollo de estas técnicas de es-
tudio.

En este sentido, si bien se han desarrollado multiples estudios de pepetidoma y proteoma en
plasma, la orina se erige como un fluido biolégico especialmente prometedor para el estudio
de patologias renales.

La orina se puede obtener en grandes cantidades, de manera totalmente no invasiva y se
postula como un excelente area de investigacion sobre la patologia renal y especialmente
glomerular [89-91].

La seleccion de la orina como objeto de estudio peptidomico, enlaza ademas con la gran
importancia de una célula clave en el funcionamiento de la nefrona y la depuracion y filtrado
glomerular: El podocito.

EL podocito es una célula epitelial especializada y diferenciada de la capa visceral de la
capsula de Bowman del glomérulo renal, formando la parte méas vulnerable y fundamental de
la barrera de filtracion glomerular [92].

Esta conformado por un cuerpo celular voluminoso, con prolongaciones hacia los capilares
clomerulares conocidos como pedicelos. Los pedicelos de los podocitos que conforman la
barrera gomerular rodean a los capilares y se relacionan estrechamente entre si, forman-
do una red hermética de extensiones interdigitadas con los podocitos vecinos, permitiendo
unas minusculas fenestraciones que permiten el paso de las sustancias filtradas de la sangre
capilar.

Presenta una arquitectura compleja, siendo una célula polarizada con tres dominios protei-
cos transmembrana, constituidos por proteinas especificas, que contribuyen aformar una
barreara selectiva para las proteinas plasmaticas e intervienen en la sefializaciéon con otras
células glomerulares.

EL podocito es en condiciones fisiolégicas una célula muy diferenciada sin capacidad para
la proliferacion. Por tanto, alteraciones a nivel molecular ¢ celular de éstos, que lleve a su
desdiferenciacion, proliferacion anémala ¢ apoptosis, conllevara una alteracion glomerular,
pudiendo aparecer proteinuria 6 fracciones peptidicas especificas en orina marcadoras de
alteracion podocitaria especifica [93].

Estudio de la prevalencia de enfermedad'renal, marcadores urinarios asociados

y su relacion con alteraciones histolégicas en pacientes con infeccion por VIH-1

Figura 4 | Estructura podocitaria y sus prolongaciones.

Figura 5| Podocitos visionados por microscopio electronico.

Como ya ha sido comentado anteriomente, en lo referente ala poblacién con infeccion por
VIH, se ha postulado que el tejjido renal puede albergar copias virales como reserviro, y que
éste puede, a través de proteinas expresadas a través de su genoma, inducir una afectacion
podocitaria especifica, en forma de proliferacion anémala, desdiferenciacion y apoptosis
poodocitaria.

Por lo tanto, el analisis peptidico de la orina de estos pacientes podria expresar un perfil
especifico y marcador ¢ prondstico de enfermedad renal incluso en fases incipientes subcli-
nicas, sin necesidad de técnicas invasivas para obtencion de biopsia.

EN dicho contexto, el andlisis metodolégico apropiado de la orina es fundamental para per-
mitir cuantificar e identificar adecuadamente estos potenciales marcadores biolégicos.

Una de las técnicas mas eficientes desarrolladas se trata de la matrix assisted laser desorp-
tion ionization (MALDI), combinado con analizadores de tiempos de vuelo (TOF), generando
la técnica MALDI-TOF, que en conjuncién con la espectrometria de masas ( MS), permite la
ionizacion de péptidos y proteinas y la medicién de la masa de péptidos intactos [94, 95].

Ademas, la aplicacion de microesferas magnéticas para fraccionar y enriquecer los péptidos
y proteinas que conforman la muestra biolégica (MB Technology), conjuntamente con la ya
descrita técnica MALDI-TOF-MS, ha permitido detectar perfiles peptidicos urinarios en dife-
rentes estudios asociados a distintas patologias renales [96-100].
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Figura 6 | Esquema del sistema MALDI-TOF-MS

En lo relativo a la poblacion con infeccion por VIH, la evidencia sobre trabajos publicados en
el terreno de la peptidomica es limitada.

Algunos trabajos sobre modelos murinos, han estudiado el papel de los distintos genes ex-
presados por el virus del VIH sobre las células podocitarias y tejido renal. Se ha observado
que existe correlacion entre la expresion viral de los genes nef y vpr con una mayor lesion
podocitaria. Se objetivéd elevacion de marcadores histolégicos de proliferacion podocitaria
como Ki-67 ¢ fosfo-stat3 asi como disminucién de marcadores de diferenciacion celular
como sinaptopodina y WT1. Estos hallazgos se relacionaron con mayor aparicion de glo-
meruloesclerosis e HIVAN [101].

En trabajos sobre humanos con infeccién por VIH, distintos trabajos han explorado la existen-
cia de marcadores urinarios de nefropatia [102], pero los trabajos disponibles sobre peptido-
ma urinario a través de MALDI 6 MALDI —-TOF son escasos, y principalmente centrados en
series de pocos individuos pediatricos con transmision vertical de infeccion por VIH, en los
que se observd una mayor excrecion de proteinas relacionadas con el metabolismo Férrico
en el peptidoma urinario, asi como en pacientes con coinfeccion por VIH y VHC [103,104].

Sin embargo, parece existir una cierta ausencia de evidencia sobre perfiles urinarios corre-
lacionados con diferentes disgnoésticos y caracteristicas histoldgicas en pacientes con infec-
cion por VIH, que permita diferenciar aquellos pacietnes con signos de enfermedad renal del
resto de la poblacién con infeccién por VIH, asi como de la poblacién sana de control, tal y
como es uno de los objetivos del presente trabajo de tesis doctoral.

En nuestro servicio de Nefrologia del Hospital Germans Trias i Pujol hemos desarrollado en
los ultimos afios una linea de investigacion y publicacion referente al estudio de perfiles pep-
tidicos urinarios y plasmaticos caracteristicos y especificos tanto en patologia glomerular en
rilones nativos como en perfiles condicionados por tratamiento farmacoldgico en pacientes
trasplantados renales [105-111].

El presente trabajo de tesis doctoral tien como objetivo intentar dar respuesta a las cuestio-
nes planteadas anteriormente en el texto.

Por un lado, establecer la prevalencia actual de nefropatia entre pacientes con infeccion por
VIH de nuestro medio y su relacion con posibles marcadores clinicos y de tratamiento ARV y
factores relacionados con el propiro virus VIH y su control inmunoldgico.

Estudio de la prevalencia de enfermedad renal, marcadores urinarios asociados

y su relacion con alteraciones histolégicas en pacientes con infeccion por VIH-1
.

En aquellos pacientes que presenten enfermedad renal y cumplan criterios de biopsia renal,
se les realizaréa esta técnica y se estudiaran los patrones histolégicos objetivados.

Asimismo, se seleccionaran pacientes con alteraciones urinarias e infeccion con VIH para
realizar estudio de peptidoma urinario y explorar las posibles relaciones de dicho perfil pep-
tidico con los patrones histoldgicos y clinico-analiticos obtenidos previamente, lo que podria
permitir identificar marcadores urinarios prondésticos e indicativos de presencia de patologia
sin necesidad de realizacion de técnicas invasivas y con posibilidad de diagnéstico tempra-
no y optimizacion terapéutica de este tipo de pacientes.
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Estudio de la prevalencia de enfermedad-renal, marcadores urinarios asociados
y su relacion con alteraciones histolégicas en pacientes con infeccion por VIH-1
.

4. Hipdtesis, objetivos, material y métodos

4.1. Hipotesis

e E£| aumento de la esperanza de vida en pacientes con infeccion por VIH en la era TARGA,
el tratamiento antiretroviral de larga evolucién y la accion directa del propio virus, podrian
condicionar una incremento en la prevalencia de enfermedad renal superior a la poblacion
general en estos pacientes. El analisis especifico sistematico de alteraciones urinarias y de
estimacion de funcion renal podria resultar en la deteccion de enfermedad renal incipiente
en mayor proporcion a la esperada y posiblemente infraestimada previamente.

e Trabajos previos en pacientes con infeccién por VIH han sugerido que podria existir una
alteracion podocitaria que podria condicionar la expresion de marcadores de afectacion
renal en el peptidoma urinario.La identificacion del perfil peptidico y la presencia de dichos
marcadores en orina podria establecer nuevas herramientas no invasivas de diagnéstico
temprano y prondstico de desarrollo de nefropatia en este tipo de pacientes.

4.2. Objetivos

Objetivos principales:

e Estudio de la prevalencia de nefropatia en los pacientes con infeccién por VIH-1 de nuestro
medio.

e Estudio del perfil peptidico urinario en pacientes con infeccion por VIH-1, que presentan
nefropatia.

e Estudio de las alteraciones histolégicas en las biopsias renales que presentan aquellos
pacientes con infeccion por VIH-1 que muestran nefropatia.

Objetivos secundarios:

e Estudio del porcentaje de pacientes con infeccion por VIH con Enfermedad renal crénica,
su estratificacion por filtrado glomerular segun la clasificacion K-DOQI 2002, asi como la
proporcion de alteraciones urinarias presentes en estos pacientes y el estudio de la etiologia
de dicha enfermedad renal a través de la histologia.

e Estudio de los factores epidemioldgicos,clinicos, farmacolégicos y relacionados con el VIH
que predicen aparicion de nefropatia en los pacientes con infeccion por VIH-1.

e Estudiar la posible correlacion de la funcion renal, las alteraciones urinarias y los hallazgos
anatomo-patoldgicos con el peptidoma urinario entre pacientes infectados por VIH-1, asi
como en comparacion con la poblacion general.

4.3. Material y métodos

El presente trabajo de tesis doctoral sobre el estudio de la prevalencia de enfermedad renal
y relacion entre marcadores urinarios y alteraciones histolégicas en pacientes con infeccion
por el vihn-1 se llevd a cabo desde el afio 2011 hasta el afio 2016, siguiendo un cronograma
con unos marcados periodos de estudio y desarrollo de las distintas fases del trabajo, en
estrecha colaboracion con los participantes en el proyecto tanto del servicio de Nefrologia
del HGTiP como de la fundacié de LLuita contra la sIDA del mismo centro.
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En cada una de las etapas se redacté un trabajo escrito con la intencion de su publicacion y
su inclusion dentro del proyecto de tesis doctoral.

A continuacion se detallan los distintos periodos del estudio, el motivo de su disefio y los
materiales y métodos utilizados en cada uno de ellos:

PERIODO 1: Afo 2011

Estudio de la evolucion de enfermedad renal y factores de riesgo asociados en la poblacion
infectada por el VIH-1 de nuestro medio

Se disefi¢ inicialmente un estudio descriptivo retrospectivo que abarcaba el periodo de estu-
dio 2008-2010. Se redacté un trabajo escrito completo, actualmente en revision en la revista
medicine (IP 2,5):

Prevalence, evolution and related risk factors of kidney disease among Spanish HlVinfected
individuals. Enviado para publicacion, en revision revista Medicine. Cédigo de revision:
D-S-17-00406. Juega-Marifo J., Bonjoch A., Negredo E. et al.

Material y métodos PERIODO 1

Estudio retrospectivo descriptivo de 1.596 pacientes con infeccion por el VIH-1 controlados
en nuestro centro. Se obtuvieron dos cortes transversales: en 2008 y en 2010 realizandose
analisis evolutivo.

En cada corte se obtuvieron datos relativos a:

a) Caracteristicas clinicas: Edad, sexo, tiempo de infeccion por VIH, co-infecciéon VHB,
VHC vy serologia luética; Se definieron variables de riesgo cardiovascular y alteracion me-
tabdlica, segun los criterios de Sindrome metabdlico de la NCEP ATP-IIl de 2001(6) y su
revision por la AHA en 2005 (7,8). Se definieron glicemia basal alterada (GBA) si glucemia
> 5,6 mmol/L y Diabetes Mellitus (DM) si glucemia > 7 mmol/L (9).

b) Datos analiticos: Se determiné Hemoglobina, fibrindgeno, albumina, colesterol total, HDL,
LDL, Triglicéridos, calcio y fosforo carga viral del VIH, linfocitos totales, CD4 y CD8 (abso-
lutos y porcentaje). La funcion renal se establecioé determinando: Valores plasmaticos de
creatinina, urea, filtrado glomerular estimado (FGe) formula MDRD-4 IDMS [FGe = 175 x
(Cr/88.4)-1.154 x ( Edad )-0.2083 (x 0.742 si mujer); ( x 1.210 siraza negra )] (5, 41, 42, 43)

Se codificé como variable categérica CD4 < 6 > 200 cel/mL, como variable de CV indetec-
table valores CV < 50 copias/ml y los puntos de corte de CV > ¢ <400 copias/mly CV > 6
< 4000 copias/ml. Estos ultimos han mostrado relacion con deterioro de funcién renal en
estudios previos. (10,11,18,20).

c) Tratamiento con Tenofovir (TDF) y/o con Indinavir (IDV). Estas variables se codificaron
comparando aquellos que habian recibido tratamiento previo o actual con los que nunca
los habian recibido.

Se definié como ER un FGe por MDRD-4 IDMS < 60 mi/ml/min/1.73 m? en el corte basal y
se dividid la muestra en dos grupos: Grupo 1(enfermedad renal): FG < 60 ml/min/1,73 m?,
y Grupo 2 (funcion renal normal): FG > 60 ml/min/1,73 m?2,

El grupo 1 se estratifico en los distintos estadios de ER. Se compararon el grupo 1y 2 en
base a las variables obtenidas, en cada uno de los cortes realizados.

Se obtuvieron datos del grupo 1 en el corte basal (2008), relativos a criterios clinicos de
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Hipertension arterial (HTA), dislipemia (DLP), Diabetes Mellitus (DM), indice de masa cor-
poral (IMC) y habito tabaquico.

Este grupo 1 se subdividié segun la evolucion de la funcién renal durante el periodo de ob-
servacion. GRUPO A: Pacientes que persistieron en criterios de ER basal y final y GRUPO
B: Los que presentaron mejoria de funcion renal (FGe < 60 mi/min/1,73 m? basal y FGe >
60 ml/min/1,73 m? final), comparandose entre si.

Por otro lado, el grupo 2 (Funcion renal basal conservada) se subdividié en GRUPO C: FGe
basal normal con deterioro evolutivo de funcion renal y GRUPO D: FGe normal estable en
corte inicial y final, comparandolos entre si. (Ver Figura 1)

Se obtuvieron datos clinicos del GRUPO C respecto al diagnéstico de HTA, DLP, DM y
héabito tabaquico, y se codifico la variable retirada o no del tratamiento con (TDF) ¢ (IDV)
durante el estudio en ese conjunto. Se registraron los éxitus e inicio de técnicas de trata-
miento sustitutivo renal durante el periodo de observacion.

PERIODO 2. Aios 2011 - 2013

Estudio de la prevalencia de micro y macroalbuminuria en pacientes con infeccion por VIH
de nuestro medio.

Durante la realizacion del trabajo previo del periodo 1, se objetivo la ausencia de datos res-
pecto a las alteraciones urinarias de los pacientes estudiados, en forma de albuminuria y/6
proteinuria, asi como respecto a los diagnosticos clinicos de los pacientes y datos detallados
respecto al tratamiento recibido, especialmente los antiretrovirales.

Se disefi¢ por tanto un estudio prospectivo entre 2011 y 2012, incluyendo 970 pacientes a
los que se les realizd una encuesta completa que recogia multiples parametros clinicos y
antropométricos, asi como analisis rutinario de orina y plasma a todos los participantes.

Se redacto un trabajo completo que fue publicado en revista internacional y aprobado por el
departamento de medicina de la UAB como parte de esta tesis doctoral por compendio de
publicaciones: High Prevalence of Signs of Renal Damage Despite Normal Renal Function in
a Cohort of HIV-Infected Patients: Evaluation of Associated Factors. Publicado: AIDS Patient
Care STDS. 2014 Oct;28(10):524-9. Bonjoch A, Juega J, Puig J. et al

Material y métodos PERIODO 2

Se realizé un estudio transversal de los primeros 1000 pacientes externos infectados con VIH
que asistieron a nuestra Unidad de VIH y acordaron participar. Todos los pacientes firmaron
un documento de consentimiento informado. El estudio fue aprobado por el Comité de Etica
Institucional del centro coordinador y las autoridades sanitarias locales. El periodo de estudio
se inicié en enero de 2011, y el Ultimo paciente se incluyd en diciembre de 2012.

Todos los pacientes completaron un cuestionario prospectivo (ver Anexo 1) para obtener datos
sobre antecedentes personales y familiares de diabetes mellitus, dislipidemia, hipertension,
eventos cardiovasculares, enfermedad renal o hepatica, sifilis previa o actual, uso de farma-
cos potencialmente nefrotdxicos (por ejemplo, angiotensina- Inhibidores de la enzima con-
vertidora, bloqueadores de los receptores de angiotensina, ciclosporina, antiinflamatorios no
esteroideos y tacrolimus), el ejercicio fisico y el consumo de productos de tabaco, alcohol y
drogas de abuso.

Los datos demograficos y relacionados con el VIH se recolectaron de los expedientes clini-
cos del paciente: sexo, edad, factores de riesgo de infeccion por VIH, estado clinico, tiempo
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transcurrido desde el diagnéstico del VIH, tiempo con carga viral suprimida, tratamiento an-
tirretroviral previo y actual, tiempo En el tratamiento antirretroviral, tiempo de tenofovir, tiempo
de inhibidores de la proteasa y co-infeccion de la hepatitis. También se registraron los datos
inmunoldgicos y virolégicos, incluyendo la carga viral actual, el recuento de linfocitos T CD4
y CD8, la carga viral méxima y el recuento de células T CD4 del nadir.

Se recogieron muestras de sangre y orina en ayunas. Se determinaron creatinina sérica y
fosfato. La TFG estimada se calculé utilizando la ecuacion de Modificacion de la Dieta en la
Enfermedad Renal (MDRD) y la Colaboracion Epidemiolégica de la Enfermedad Renal Cro-
nica (CKD EPI). Los valores de referencia locales normales fueron los siguientes: eGFR,> 60
ml / min / 1,73 m?; Creatinina sérica, <1,20 mg / dl; y Fosfato sérico, 2,5-4,50 mg / dl.

La enfermedad renal se defini6 como eGFR <60 ml / min / 1,73 m? y se clasificd segun la
clasificacion de la Iniciativa de Calidad de los Resultados de las Enfermedades Renales
(KDOQYI). 20 EI dafio renal se definié como la presencia de micro o macro albuminuria o
proteinuria , Por albumina /Creatinina y proteina / creatinina (relaciones UAC o UPC), o glu-
cosuria, hematuria o hipofosfatemia. Los valores normales de UPC y UAC fueron <200 y <30
mg / g, respectivamente. Posteriormente, estas proporciones se clasificaron como <30, 30
- 300, 0> 300mg/g.

Se calculd el indice de masa corporal (IMC) y se midié la presién arterial tres veces con el
paciente en reposo. La hipertension arterial se defini6 como una presion arterial sistélica
de ¥ 140 mmHg, una presion arterial diastélica de £ 90 mmHg o la necesidad de agentes
antihipertensivos. En caso de altas lecturas, los pacientes fueron seguidos para confirmar
o descartar el diagndstico de hipertension arterial. La diabetes se definié como glicemia de
ayuno persistente> 100 mg / dl o la necesidad de agentes antidiabéticos. La dislipidemia se
definié como triglicéridos> 150 mg / dI, colesterol total> 200 mg / dl, colesterol LDL> 130 mg
/ dL o la necesidad de farmacos hipolipemiantes.

PERIODO 3. Ao 2014

.Estudio del efecto del tratamiento antirretroviral sobre la funcién renal en pacientes con in-
feccion por VIH de nuestro medio

Se disefid un subandlisis del grupo de pacientes incluidos en el periodo 2, para explorar el
papel de los diferentes tratamientos antirretrovirales, su combinacion y la duracién del trata-
miento en el desarrollo de enfermedad renal en este grupo de pacientes.

Se redactd un articulo cientifico completo, publicado en la revista internacional Medicine
(Baltimore): Impact of protease inhibitors on the evolution of urinary markers. Subanalyses
from an observational cross-sectional study. Publicado: Medicine (Baltimore). 2016 Au-
g;95(32):e4507. Bonjoch A, Puig J, Pérez-Alvarez N, Juega J et al.

Material y métodos PERIODO 3:

Se realizé un subanélisis de los datos recogidos de un estudio transversal previo. En re-
sumen, el estudio principal incluyé 970 pacientes ambulatorios infectados por el VIH que
consecutivamente asistieron a nuestra Unidad de Atencion del VIH y acordaron participar
(de enero de 2011 a diciembre de 2012). Todos los pacientes firmaron un documento de
consentimiento informado y el Comité de Etica Institucional del hospital y las autoridades
sanitarias locales aprobaron el estudio (cédigo: EO-10-035). Para el subanélisis, se seleccio-
naron aquellos pacientes que recibian un régimen que contenia Pl durante méas de 6 meses
y tenian un eFGG> 60 mL / min /1,73 m? (377 de 970).
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Los Criterios de exclusion incluyeron enfermedad renal basal, cualquier linea base.

Alteraciones renales (basales definidas como el momento del inicio del régimen antirretroviral
actual) y otras causas renales de glucosuria e hipofosfatemia. El objetivo fue comparar el
impacto de los 3 IP mas cominmente utilizados (darunavir, atazanavir y lopinavir) en parame-
tros renales especificos estimando el tiempo predicho hasta la apariciéon de alteracion renal.
También definimos los factores de riesgo asociados.

La dosis para los IP potenciados fue estandar: atazanavir / ritonavir, 300/100 mg una vez al
dia; Lopinavir / ritonavir, 400/100 mg dos veces al dia; Darunavir / ritonavir 800/100 mg una
vez al dia; Y atazanavir no aumentado 400 mg una vez al dia. Se administré TDF a 300 mg
una vez al dia.

Los datos demogréficos y relacionados con el VIH recogidos incluyeron tiempo de trata-
miento antirretroviral, tiempo de tenofovir, tiempo en los IP y tiempo en cada IP especifico. Se
recogieron muestras de sangre y orina bajo condiciones de ayuno.

La lesion renal se definié como la presencia de micro o macroalbuminuria o proteinuria, es
decir, una relacion albumina / creatinina> 30 mg / gy / o una relacion proteina / creatinina>
200 mg/ gy / o la presencia de glucosuria sin hiperglucemia), Hematuria y / o hipofosfatemia
(<2,5mg/dL).

El uso concomitante de TDF se definié como exposicion al farmaco por mas de 6 meses.
Se considerd que los pacientes no habian recibido TDF si nunca lo habian recibido, si lo
habian recibido por menos de 3 meses o si lo habian interrumpido durante mas de 4 meses,
considerando el tiempo medio de reversibilidad de la toxicidad relacionada con TDF, como
se describe En un estudio previo sobre la reversibilidad de toxicidad relacionada con TDF.

PERIODO 4. Afios 2011-2014

Estudio metodoldgico de la obtencion de muestras y su procesamiento para realizacion de
peptidoma en plasma de pacientes con infeccién por VIH

Dentro del proceso de andlisis de perfil peptidico plasmatico y urinario de pacientes con
infeccion por VIH, se disefi¢ este estudio prospectivo. Entre aquellos pacientes que reali-
zaron la encuesta prospectiva del periodo 2, se selecciond un subgrupo de pacientes con
funcioén renal normal y sin niveles significativos de proteinuria para estudio metodolégico del
peptidoma en plasma.

Se realizé una comparativa entre contenedores de plasma convencionales y contendores
con inhibidores de proteasas, para explorar si existian diferencias en los resultados de la
técnica y asi asegurar la realizacion del estudio de forma optimizaday validada.

Se redactd un trabajo completo que fue publicado en revista internacional y aprobado por
el departamento de medicina de la UAB como parte de esta tesis doctoral por compendio
de publicaciones: Evaluation of protease inhibitors containing tubes for ms-based plasma
peptide profiling studies. Publicado: J Clin Lab Anal. 2014 Sep;28(5):364-7. Pérez V, Jue-
ga-Marino J, Bonjoch A et al.

Material y métodos PERIODO 4

Este estudio prospectivo incluyd un grupo de estudio de diez sujetos varones (47 + 10 afios)
y dos grupos de validacion, el grupo A con cinco sujetos (38 + 6 afios, 5 hombres) y el grupo
B con 27 sujetos (52 + 9 afios, 23 hombres ). Todos los sujetos eran mayores de 18 afios,
con funcién renal normal y sin proteinuria. El Comité de Etica Local aprob¢ el protocolo del
estudio y todos los sujetos dieron su consentimiento por escrito para participar.
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Se recogieron dos muestras de sangre de todos los sujetos, una en un tubo EDTA conven-
cional (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) y la otra en un tubo BD P100, es decir, un tubo
EDTA que contenia Pl (Becton Dickinson).

Las muestras obtenidas de sujetos del grupo de estudio fueron centrifugadas inmediatamen-
te después de la flebotomia a 2.500 x g durante 20 min a temperatura ambiente; El plasma se
dividio en alicuotas en tiempo “cero” y después de 1, 2, 4 y 8 horas. Las muestras de sangre
de los sujetos de los grupos de validacion A 'y B se centrifugaron en el momento “cero” y 4
horas después de la flebotomia, respectivamente. Se congelaron alicuotas a -80 ° C hasta
SU USO.

Las muestras se prefraccionaron, por duplicado, con Cuentas magnéticas IMAC-Cu (Bruker
Daltonics, Bremen, Alemania) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Los eluatos se
diluyeron 1: 5 con agua de calidad de cromatografia liquida (LC) y se mezclaron 1: 2 con so-
lucion matricial (1,84 mg / ml de 2,6-dihidroxiacetofenona, 20% de acetonitrilo, 40 mmol /| de
citrato de amonio dibasico). Se observé un microlitro de la mezcla, por duplicado, sobre una
placa diana AnchorChip MALDI (Bruker Daltonics). Se utilizé una plataforma de manipulacion
de liquidos (Freedom Evo, Tecan, Ma’nnedorf, Suiza) para asegurar la reproducibilidad del
ensayo.

LLos puntos se analizaron con un instrumento UltrafarXtreme MALDI TOF / TOF (Bruker Dalto-
nics) operado en modo lineal positivo. La ionizacién se logré con laser de nitrégeno a 337 nm
y frecuencia de repeticién de 1.000 Hz. Se adquirieron espectros con 1,000 laseres, tension
de aceleracion de 25 kV, tiempo de extraccion de iones pulsados 300 ns, supresion de matri-
ces hasta 800 Da y energia laser de 70%. El instrumento fue calibrado externamente usando
calibradores de péptidos (Bruker Daltonics), alcanzando una precisiéon de masa <10 ppm.

Los picos con relacion sefial / ruido> 3 en el rango m / z 1-10 kDa se registraron con el sof-
tware Flex Control (version 2.0, Bruker Daltonics).

Se obtuvieron cuatro espectros de cada muestra y se realizd un andlisis detallado con el sof-
tware DataAnalysis (version 3.4, Bruker Daltonics), buscando seleccionar los espectros con
el mayor nimero de picos y la mayor intensidad. Se utilizé el software ClinProTools (version
2.2, Bruker Daltonics) para calcular las areas de los picos, y los datos espectrales se anali-
zaron con el software SPSS (version 15.0, SPSS Inc., Chicago, IL).

Para la identificacion de péptidos, las muestras fueron pre-fraccionadas usando perlas mag-
néticas y luego atrapadas y desaladas usando puntas de pipeta ZipTip C18 (Millipore, Be-
dford, MA). Los péptidos se mezclaron 1: 1 con acido -ciano-4-hidroxi- cinamico matricial y
se colocé 1 pl en una placa diana MALDI (Bruker Daltonics). Los espectros se obtuvieron con
un ins- trumento UltrafleXtreme MALDI-TOF / TOF (Bruker Daltonics). Los datos MS / MS se
realizaron mediante el programa MASCOT (Matrix Science, Londres, Reino Unido).

Proteinas identificadas con un Intervalo de confianza >95% fueron aceptados.

PERIODO 5. Aiios 2011-2016

Estudio de la relacion entre enfermedad renal, hallazgos histolégicos y patréon de peptidoma
en plasma y orina de pacientes con infeccién por VIH

Se disefid un estudio prospectivo, con autorizacion del comité ético local, obteniendo de los
pacientes incluidos, material para andlisis de peptidoma en plasmay en orina, realizaciéon de
estudio histolégico en aquellos a los que se les realzié biopsia renal, asi como obtencion de
valores analiticos y clinicos completos.

Se incluyeron aquellos pacientes con infeccion por VIH a los que se les efectud biopsia renal
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segun protocolo del servicio de Nefrologia desde el afio 2011. A estos pacientes, el dia de
la biopsia y previamente al procedimiento, se les extrajo muestra para andlisis peptidico en
plasma y orina.

Se realizaron un total de 17 biopsias renales. En 1 de ellas no se obtuvo muestra satisfactoria
para analisis histolégico, y la muestra de peptidoma en orina no fue valida. En otro paciente,
aunque se obtuvo diagnostico, no se pudo obtener muestra de orina para analisis de pepti-
doma, por lo que finalmente se dispuso de 15 pacientes con analisis completo de péptidos
en orina y plasma y diagnostico histologico adecuado. De ellos, 8 pacientes presentaban al
momento de la biopsia y recogida de muestras FGe (MDRD) < 60 ml/min. A todos los pacien-
tes biopsiados se les realizd la encuesta de riesgo cardiovascular completa disefiada para
estudios previos, y se obtuvieron datos clinicos y analiticos completos.

Ademas, se incluyeron en el estudio pacientes con infecciéon por VIH seleccionados, que
habian participado en un estudio previo (periodo 2 del presente trabajo de tesis doctoral), y
a los que se les habia realizado una encuesta de riesgo cardiovascular completa asi como
recogida de datos analiticos completos.

Aquellos primeros 18 pacientes que fueron evaluados consecutivamente a través de encues-
ta de riesgo cardiovascular y que presentaban en tira de orina positividad para proteinas >/=
++ fueron también incluidos en el estudio, obeteniendose muestras para andlisis peptidico
en plasmay en orina.

Asimismo, se completd el grupo de estudio de peptidoma en pacientes con infeccion por
VIH con la obtencion de muestras para anédlisis depeptidoma Unicamente en plasma de 21
pacientes adicionales visitados consecutivamente y valorados a través de la encuesta de
riesgo cardiovascular, independientemente de los hallazgos urinarios en tira reactiva.

DE los 54 pacientes con infeccion por VIH incluidos se obtuvieron datos referentes a:

e Antecedentes personales y familiares de diabetes mellitus, dislipidemia, hipertension,
eventos cardiovasculares, enfermedad renal o hepatica, sifilis previa o actual, uso de far-
macos potencialmente nefrotdxicos (por ejemplo, angiotensina- Inhibidores de la enzima
convertidora, bloqueadores de los receptores de angiotensina, ciclosporina, antiinflamato-
rios no esteroideos y tacrolimus), el ejercicio fisico y el consumo de productos de tabaco,
alcohol y drogas de abuso.

e Datos demogréficos y relacionados con el VIH que se recolectaron de los expedientes
clinicos del paciente: sexo, edad, factores de riesgo de infeccion por VIH, estado clinico,
tiempo transcurrido desde el diagndstico del VIH, tiempo con carga viral suprimida, tra-
tamiento antirretroviral previo y actual, tiempo En el tratamiento antirretroviral, tiempo de
tenofovir, tiempo de inhibidores de la proteasa y co-infeccién de la hepatitis. También se re-
gistraron los datos inmunoldgicos y virolégicos, incluyendo la carga viral actual, el recuento
de linfocitos T CD4 y CD8, la carga viral maxima y el recuento de células T CD4 del nadir.

e Se recogieron muestras de sangre y orina en ayunas. Se determinaron creatinina sérica y
fosfato. La TFG estimada se calculd utilizando la ecuacién de Modificacion de la Dieta en la
Enfermedad Renal (MDRD) y la Colaboracion Epidemioldgica de la Enfermedad Renal Cro-
nica (CKD EPI). Los valores de referencia locales normales fueron los siguientes: eGFR,>
60 ml / min / 1,73 m?; Creatinina sérica, <1,20 mg / dl; y Fosfato sérico, 2,5-4,50 mg / dl.
La enfermedad renal se definié como eGFR <60 ml / min / 1,73 m? y se clasificé segun la
clasificacion de la Iniciativa de Calidad de los Resultados de las Enfermedades Renales
(KDOQYI). 20 El darfio renal se defini6 como la presencia de micro o macro albuminuria o
proteinuria , Por albumina /Creatinina y proteina / creatinina (relaciones UAC o UPC), o
glucosuria, hematuria o hipofosfatemia. Los valores normales de UPC y UAC fueron <200
y <30 mg / g, respectivamente. Posteriormente, estas proporciones se clasificaron como
<30, 30 - 300, 0> 300 mg / g.
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e Exploracion fisica: Se recogieron datos de peso, talla y calculo del indice de masa corporal
(IMC) y se midi6 la presion arterial tres veces con el paciente en reposo. La hipertension
arterial se defini6 como una presion arterial sistélica de £ 140 mmHg, una presion arterial
diastdlica de £ 90 mmHg o la necesidad de agentes antihipertensivos. En caso de altas
lecturas, los pacientes fueron seguidos para confirmar o descartar el diagnéstico de hi-
pertension arterial. La diabetes se defini6 como glicemia de ayuno persistente> 100 mg /
dl o la necesidad de agentes antidiabéticos. La dislipidemia se definié como triglicéridos>
150 mg / dI, colesterol total> 200 mg / dI, colesterol LDL> 130 mg / dL o la necesidad de
farmacos hipolipemiantes.

Finalmente, se incluyo en el estudio un grupo control de 16 pacientes sanos, sin infeccion por
VIH ni enfermedad renal, de los que se realizé andlisis peptidico urinario.

En resumen, se incluyé un total de 70 pacientes en el estudio. 16 controles sanos y 54 pa-
cientes con infeccion por VIH.

4. Hipdtesis, objetivos, material y métodos

Se obtuvo andlisis de péptidos plasmaticos en la totalidad de los 54 pacientes con infeccion
por VIH

Se obtuvo andlisis de péptidos urinarios de 33 de los pacientes con infeccion por VIH y de
los 16 controles sanos.

Se realizaron un total de 17 biopsias, con diagndstico histoldgico en 16 de ellas. Se dispuso
de andlisis de peptidoma plasmatico en la totalidad de estos pacientes, y de peptidoma
urinario en 15 de ellos.

Se decidio enfocar el estudio sobre los 33 pacientes con infeccion por VIH de los que se
obtuvo andlisis peptidico correcto, incluyendo ademas un grupo control de 16 pacientes
sanos sin alteraciones urinarias.

Se identificaron 4 péptidos como correspondientes a alfa-1 antitripsina ( A1AT), 1 péptido
como correspondiente a uromodulina ( UMOD) y 2 péptidos como correspondientes a albu-
mina (ALB)

Se realizé una exploracion mediante el método estadistico de agrupacion por clusters, para
determinar qué péptidos podrian diferenciar mejor los pacientes por grupos.

Se compararon los perfiles peptidicos urinarios de los pacientes VIH con el grupo control, asf
como el perfil urinario de los pacientes VIH FG < 60 vs. >/= 60 entre si y con su relaciéon con
el resto de variables clinicas y analiticas.

El grupo de pacientes biopsiados se comparé con el resto de la muestra de pacietnes con
infeccion por VIH.

Se establecieron ademas relacion entre deteccion de los péptidos identificados con los dis-
tintos diagndsticos histoldgicos y las caracteristicas clinicas y analiticas obtenidas

5. Estudios realizados en relacion
al desarrollo de la Tesis Doctoral
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5. Estudios realizados en relacién al desarrollo
de la tesis doctoral

5.1. Estudio de la prevalencia de Enfermedad renal en pacientes con infeccion por VIH
de nuestro medio

RESULTADOS:

Un total de 1.596 pacientes caucasicos con infeccion por VIH fueron incluidos en el estudio.
El 76,4% eran varones, con una edad media de 45 + 9 afios, el tiempo promedio de infeccion
por VIH fue de 14 + 7 afios y la carga viral no detectable el 76,5% en 2008. 47% habian reci-
bido tratamiento previo o actual con Tenofovir (Tabla 1).

En 2008 el Grupo 1, formado por aquellos pacientes con signos de enfermedad renal (ER),
segun MDRD < 60 mi/min, fue del 4,9% del total, con un FGe promedio de 49,09 + 12,08 m|
/min /1,73 m2. Segun los estadios de ERC: Estadio 3 (FGe < 60-30 ml / min) 91,1%; Estadio
4 (FGe < 30-15ml/min) 5,1%;Estadio 5 (FGe< 15 ml / min) 3,8%.

Los 79 pacientes del grupo 1 (ER) presentaron prevalencia importante de dislipemia (62,8%),
hipertension (26,9%), diabetes mellitus (15,4%) y tabaquismo (44,9%). Recibieron en gran
proporcion tratamiento previo o actual con TDF (73,4%) e IDV (59,5%).

El 3,8% de estos pacientes requirieron inicio de hemodialisis. Se observé una tasa de mor-
talidad del 8,9% durante el periodo de observacion.

Tabla 1
VARIABLE 2008 2010
N 1596
Gender ( Male) 76,4%
Mean age + SD 45 + 9 years
Men time of HIV infection 14 = 7 years
HCV coinfection 38,7%
HBV coinfection 22,6%
Positive luetic serology 6,9%
Treatment with Tenofovir ( TDF) 47 2%
Treatment with Indinavir ( IDV) 39,1%
Undetectable Viral Load (CV < 50 copies/mL) 76,5% 73,5%
Impaired Fasting GLucose (IFG) (gluc =5.6 mmol /L) 17,6% 17,29%
Hyper LDL ( LDL > 3.3 mmol/L) 24,8% 35,02%
Hypo HDL (HDL < 1 mmol/L) 37,15% 31,82%
hypertriglyceridemia (TG > 1.7mmol/L) 41,97% 39,4%

Diabetes Mellitus (gluc = 7 mmol /L) 3,7% 3,8%
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Cuando se compard en el corte basal (2008) el Grupo 1 (ER) frente al Grupo 2 (funcién renal
conservada), los pacientes con ER mostraron de forma estadisticamente significativa mayor
edad, fibrinégeno y porcentaje de CV> 400 copias / ml y habian recibido tratamiento previo
o actual con Tenofovir e Indinavir en mayor proporciéon . No se observaron diferencias signifi-
cativas entre los niveles de lipidos, el estado inmunolégico, el tiempo de infeccion por el VIH
o la prevalencia de co-infeccién con VHC, VHB. Se observé una mayor prevalencia de GBA
(glicemia basal alterada, IFG en sus siglas en Inglés) y DM en pacientes con peor funcion
renal, sin alcanzar significacion estadistica.

En 2010 la prevalencia de ER fue del 3.9% con un promedio de 45.4 + 14.2 eGFR ml / min /
1,73 m?. Distribucion de ER segun estadios: Estadio 3: 87,1%; Estadio 4: 6,5%; Estadio 5: 6,5%.

EL Grupo1 mostrd en el corte final de 2010 de forma estadisticamente significativa mayor
edad, mayores niveles de triglicéridos y fibrindgeno; Niveles mas bajos de albumina y he-
moglobina; Mayor porcentaje de CD4 <200 células / L; Menor CD4 absoluto y porcentaje
y linfocito total en comparacion con el Grupo 2. No hubo diferencias significativas entre el
porcentaje de pacientes que habian recibido tratamiento previo o actual con TDF o con IDV
ni en la prevalencia de co-infeccién con VHC o VHB.

Ademés, en el corte final se obtuvieron diferencias significativas entre los grupos en la
prevalencia de DM, GBA e hipertrigliceridemia. En todos los casos, se observé una mayor
proporcién de trastornos metabolicos en el grupo de insuficiencia renal (Tabla 2).

¢ Evolucidn de la funcion renal de la cohorte:

En cuanto a la evolucién de la funcién renal durante el periodo de estudio, observamos:
Pacientes con ER persistente, permaneciendo en el grupo 1 (FGe mantenido <60 ml / min /
1,73 m2): 2,6%; aquellos con funcion renal normal estable (Mantenimiento de FGe> 60 ml /
min / 1,73 m2): 92,7%, mejoria de la funcion renal observada en 2,4% de los pacientes y en
el 1,3% deterioro de funcién renal durante la observacion periodo.

Hasta el 47,2% de los pacientes del Grupo 1 mostraron mejoria en la funcién renal alcan-
zando FG> 60 ml / Min, mientras que el 52,8% continué mostrando FGe < 60 ml / min. (Ver
Figura 1).

Se estudi¢ la evolucion de la funcion renal en el Grupo 1 comparando aquellos que persistie-
ron con enfermedad renal (GRUPO A) y aquellos que mostraron mejoria de la funcién renal
con niveles de FGe> 60 ml / min /1,72 m2 (GRUPO B)

En cuanto a las variables clinicas, los pacientes con mejoria de la funcién renal mostraron
menor prevalencia de hipertension (13 vs. 40%) y mayor porcentaje de tratamiento previo
o actual con Tenofovir (86,6% frente a 61%) de forma estadisticamente significativa. Se
observé una mayor prevalencia de factores de sindrome metabdlico y riesgo cardiovascular
(diagnodstico de DM, DLP y HTG) en aquellos pacientes sin mejorfa de la funcion renal, sin
alcanzar significacion estadistica. No hubo diferencias significativas entre la edad, habito de
fumar, tiempo de infeccion por el VIH o co-infecciéon con VHB o VHC.

En cuanto a las variables analiticas, en el 2008 el Grupo B (mejoria de la funcion renal) mostrd
menores niveles de TG y menor prevalencia de CD4 <200 células / ul, de forma estadistica-
mente significativa.

En 2010, el grupo B presentd mayores niveles de hemoglobina estadisticamente significati-
vos, sin otras diferencias relevantes entre los dos grupos (Tabla 3).

Posteriormente, el grupo de pacientes con funcion renal normal en la linea de base (Grupo 2)
se dividié segun la progresion de la funcion renal en el GRUPO C: Disminucién de la funcion
renal, desde FGe normal en corte basal a la ER en el corte final; Y GRUPO D: Pacientes con
funcién renal normal mantenida en el tiempo.

Estudio de la prevalencia de enfermedadsrenal, marcadores urinarios asociados
y su relacion lﬂ'm alteraciones histolégicas en pacientes con infeccion por VIH-1
i - W

Se analizaron los registros clinicos de los pacientes del grupo C (N = 21) obteniendose datos
adicionales: Estos pacientes eran en su mayoria varones (85,7%), edad media 53 + 11 afios
y mayor prevalencia de factores de riesgo cardiovascular (hipertension 40%, DM 70 %, DLP
25%) y 55% de coinfeccion por VHC. El 52,4% habia recibido tratamiento previo o actual
con Tenofovir, que se retird después del deterioro de la funcién renal en el 30% de ellos. La
necesidad de hemodidlisis se observé en el 10% (2 pacientes), con una mortalidad del 5%
(1 paciente) durante el periodo de observacion.

En 2008 los pacientes del GRUPO C mostraron una edad significativamente mayor y peores
valores infecciosos / inmunitarios con una mayor prevalencia de carga viral> 4000 copias /
mL y menores niveles de porcentaje de CD4, CD4 absolutos y mayor prevalencia de CD4 <
200 células / mL.

El GRUPO C tenia también niveles mas altos de fibrindgeno y niveles mas bajos de albumina
y hemoglobina, y una mayor proporcion de GBA, DM y HTG, todos ellos estadisticamente
significativos.

En 2010, las diferencias significativas obtenidas coinciden en gran medida con las observa-
das en el corte basal mencionado anteriormente (Tabla 4).

¢ Analisis multivariante

Se realizé un anélisis multivariante, obteniéndose como marcadores independientes de ER
en 2008 (OR (IC del 95%), valor de p): edad avanzada (1.079 (1.050; 1.109), <0.001), niveles
elevados de fibrinégeno (1.004 (1.002; 1.006), <0.004), y tratamiento previo o actual con
Tenofovir (2.732 (1.575; 4.739), <0.001).

Marcadores independientes de ER en corte final 2010: Edad avanzada (1.099 (1.067; 1.131),
<0.001), Albumina baja (0,931 (0,869; 0,997), <0,04) e hipertrigliceridemia (2,721 (1,497,
4,947), < 0,001). DM se aproxima a la significacion estadistica, p <0,053.

La edad avanzada (1.093 (1.061; 1.126), <0.001) y niveles elevados de fibrindégeno (1.004
(1.002; 1.006);<0,001) fueron los unicos factores de riesgo independientes para el desarrollo
de ER presentes tanto en corte basal como en el corte final.

La ausencia de hipertensién (0,212 (0,061; 0,733) <0,014), niveles bajos de triglicéridos
(0,592 (0,366; 0,956), < 0,032) y tratamiento actual o previo con TDF (6,271 (1,710; 23),
p<0,006) fueron marcadores independientes de la mejoria de la funcién renal durante el
periodo de observacion tanto en corte basal como final.

Los marcadores independientes de disminucion de la funcién renal en el tiempo segun los
datos basales de 2008 fueron edad avanzada (1.102 (1.045; 1.162), <0.001), fibrindgeno ele-
vado (1.005 (1.001; 1.009),<0.014), y la presencia de CV> 4.000 copias / mL (3.397 (1.058;
10.905), <0.04). Los niveles de porcentaje de CD4 tuvieron un efecto protector (0.941 (0.892;
0.992), <0.025)

Segun los datos finales de 2010, los marcadores independientes de disminucién de la fun-
cion renal a lo largo del tiempo fueron la edad avanzada (1.084 (1.024; 1.148), p <0.005),
HTG (5.894 (1.844; 18.846 (, <0.003) y DM (3,618 (1,301; 10,066), p < 0,014). Los mayores
niveles de CD4 tuvieron un nuevo efecto protector (0.920 (0.873; 0.970), <0.002)

En resumen, tanto en 2008 como en 2010 encontramos mayor edad, marcadores elevados
de inflamacion, peor estado infeccioso e inmunolégico y presencia de factores de riesgo car-
diovascular como marcadores independientes de deterioro de la funcion renal en pacientes
VIH + en nuestro medio medio.
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Tabla 2| Diferencias vs. Grupo 1 Grupo 2 en corte basal (2008) y finales (2010).

VARIABLE

Age (years)
Male Gender (%)

Urea (mmol/L)
Creatinine (mmol/L)
Time of HIV infection (years)
Viral Load (copies/ml)
Undetectable Viral Load
(<50 copies/ml)

Viral Load > 400 copies/ml
Viral Load > 4000 copies/ml|
Absolute CD4 (cel/microL)

Absolute CD4
< 200 cel/microL

CD4 percentage (%)
Absolute CD8 (cel/microL)
CD8 percentage (%)
Total Lymphocytes(x10x9/L))
Hemoglobin (g/dL)
Fibrinogen (mg/dl)
Glucose (mmol/L)
HDL (mmol/L)

LDL (mmol/L)
Triglycerides (mmol/L)
Albumin (g/L)
Calcium (mmol/L)
Phosphate (mmol/L)

DM
(fasting glucose = 7 mmol/L)

IFG
(Fasting glucose = 5,6 mmol/L)

Low HDL
(HDL < 1,03 mmol/L)

Hyper LDL (LDL = 3 mmol/L)

hypertriglyceridemia
(TG = 1,7 mmol/L)

HBV coinfection (%)
HCVcoinfection (%)
Positive luetic serology (%)
Treatment TDF (%)
Treatment IDV(%)

BASELINE SECTION (2008)

GROUP 1
(eGFR =
60 mi/min).
n:79

52 + 10
68,4 %
89+59
145 £ 104
15+6

7830 +
55574

80,8%

7.7%
5,1%
524 + 292

11,8%

25,7+ 10,4
981+ 519
46,6 + 11,5
21+12
141+ 21
375 + 122
53+12
1,3+05
2,4+ 1
19+13
42,6 3,9
2,3+0,05
1,06 + 0,3

6,5%

24,7%

41,2%
27,8%
46,8%
13,4 %
38,4%
2,1%
73,4%
59,5%

GROUP 2
(eGFR >
60 mi/min).
n:1517

45+ 8
75,8%
58+15
78 =14
14+7

11389 =
71196

76,3%

17,6%
12,4%
625 + 2056

7.2%

27,2+ 10,3

1058 + 2085

473 + 125
6 + 88,1
145+15
342 + 84
52+26
1,2+04
25+0,8
1.8+14
43,1+ 38
23+0,1
1,04 +0,2

3,5%

17,3%

37,5%
27,1%
43%
23,1%
38,8%
71%
45,9%
38,1%

< 0,0001
NS

< 0,0001

< 0,0001
NS

NS

NS

<0,02
< 0,071 (NS)
NS

NS

NS
NS
NS
NS

< 0,05*

< 0,001
NS

< 0,026"
NS
NS
NS
NS
NS

NS

<0,07

NS
NS
NS

NS
NS
NS
< 0,0001
< 0,0001

FINAL SECTION (2010)

GROUP 1
(eGFR =
60 ml/min)
n:62

53 + 11
75,8 %
99+57
168 + 146
145+6,5

8154 + 62723

67,2%

6,6%
1,6%
504 + 319

15,5%

25+ 11
906 + 527
45+ 12,8
1,9+09
1356 +23
391 + 125
56+19
1,2+05
2,7+09
24+14
417 +6
2,3+0,1
1,07 +0,2

13,1%

36,1%

38,6%
42%
61,7%
14,8%
40,4%
2,6%
58,1%
50%

GROUP 2
(eGFR >

60 mil/min)

n: 1518
45+ 9
75,4%
56+15
74 £ 14
14+7

10189 =
80736

73,8%

10,6%
6,9%
615 + 297

6,1%

28,9 9,9
969 + 466
45 + 11,7
21+07
146+£15
348 + 100
52+ 1
1,2+04
2,7+09
1.7+14
43,4 £ 3,4
2,3+0,09
1,06+0.2

3,5%

17%

33,4%
38,5%
39,4%
22,9%
38,7%

71%
46,8%
38,7%

< 0,0001
NS

< 0,0001

< 0,0001
NS

NS

NS

NS
NS
< 0,002

< 0,011

<0,012
NS
NS

< 0,029"

<0,0001

<0,002

<0,03
NS
NS

< 0,001

< 0,001
NS
NS

<0,002

<0,0001

NS
NS
<0,0001

NS

NS

NS
<0,082(NS)
<0,073(NS)

Tabla 3| Linea de base de comparacion Grupo 1: Subgrupo B (mejora de la funcién renal) vs. Subgrupo A (KD restante).

Diferencias entre las variables en el corte inicial (2008) y el corte final (2010).

BASELINE (2008) FINAL (2010)
GROUP A GROUP B GROUP A GROUP B
NO IMPRO- IMPROVE- NO IMPRO- IMPROVE-
VARIABLE VEMENT MENT eGFR P VEMENT MENT eGFR
2008-2010 2008-2010 2008-2010 2008-2010
n:41 n: 38 n:41 n: 38
Urea (mmol/L) 102+ 7,1 74+26 < 0,025 10,6 + 6,7 65+15
Creatinine (mmol/L) 172 + 116 137 £ 29 <0,014 180 = 171 92 + 16
Viral Load (copies/ml) 15525231 3174 + 17824 NS 172;’2(;71 911 + 5008
Undetectable VL 82% 78% NS 67,5% 76,3%
(<50 copies/ml)
VL > 400 copies/ml 5% 10,5% NS 2,5% 5,3%
VL > 4000 copies/ml| 5% 5,3% NS 2,5% 2,6%
Absolute CD4 (cel/microL) 529 + 314 519 + 270 NS 541 + 335 572 + 304
Absolute CD4 < 200 cel/microL 20,5% 2,7% < 0,029 10,5% 7,9%
CD4 percentage (%) 27 £ 10 25 + 11 NS 28 + 10 26 + 11
Absolute CD8 (cel/microL) 920 + 444 1045 + 586 NS 841 + 419 1041 + 541
CD8 percentage (%) 47 £ 10 46 + 13 NS 44 + 10 45 + 14
Total Lymphocytes(x10x9/L) 1,9+13 2,2 +1 NS 1,8+09 2,3 £1
Hemoglobine (g/dL) 13,723 146 +1,8 <0,058 138+23 147 +17
Fibrinogen (mg/dl) 390 + 138 361 + 103 NS 389 + 134 382 + 114
Glucose (mmol/L) 54+13 51+09 NS 53«1 52+12
HDL (mmol/L) 1,3+0,6 1,3+04 NS 1,3+0,6 1,3+04
LDL (mmol/L) 23=+1 261 NS 2,7+0,9 26+ 1
Triglycerides (mmol/L) 23+15 1,7+09 < 0,044 22+15 26+39
Albumin (g/L) 42 £ 4 43 + 4 NS 422 £52 43 £24
Calcium (mmol/L) 23+0,1 23+0,1 NS 23+09 2,4+ 0,1
Phosphate (mmol/L) 1105 1+0,2 NS 11+03 09+0,1
TDF treatment 61% 86,8% <0,011 61% 86,8%
IDV treatment 56% 63% NS 56% 63%
Age (years) 54 £12 51+9 NS 54 + 12 51+9
Gender ( male) 70,7% 65,8% NS 70,7% 65,8%
BMI 239+5 225+18 NS 239+5 225+18
Smoking habit 45% 44.7% NS 45% 44.7%
HTN 40% 13% p<0,01 40% 13%
(cliﬁiglirgi‘:‘;’:?sis) 62,5% 63.2% NS 62,5% 63.2%
oM 22,5% 7,9% NS 22,5% 7,9%

(clinical diagnosis)

Valores expresados como media + Desviacion estandar (DE) a menos que se especifique lo contrario

< 0,001
< 0,002

NS

NS

NS
NS
NS
NS
NS

<

0,079(NS)
NS

<
0,065(NS)
<0,043
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
<0,058(NS)
<0,011
NS
NS
NS
NS
NS
p<0,01

NS

NS
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Tabla 4| Comparacicn basal Grupo 2: Subgrupo C (eGFR normal inicial, descenso a FG < 60 ml/ min) vs. Subgrupo D Figura 1| Grupos de distribucion y evolucion temporal de la poblacion

(eGFR estable> 60 ml / min).

BASELINE SECTION (2008) FINAL SECTION (2010)
GROUP C GROUP D GROUP C GROUP D
IMPAIRMENT _ STABLE IMPAIRMENT _ STABLE
VARIABLE eGFR min eGFR min
20082910 2008-2010 20082910 2008-2010
N=1496 N=1480
Age (years) 53 + 11 45+ 8 < 0,006 53 + 11 45+ 8 < 0,006
Male Gender (%) 85,7 % 75,7% NS 85,7 % 75,7% NS
Urea (mmol/L) 6,8+18 58+15 < 0,021 862 56+15 < 0,0001
Creatinine (mmol/L) 98 + 14 77 £ 13 < 0,0001 143 + 66 73+ 14 < 0,0001
Time of HIV infection (years) 14+7 15+6 NS 147 15+6 NS
Viral Load (copies/ml) P 11280 NS 255 + 590 P <0,0001
Undetectable'ViraI Load (<50 66.7% 76.6% NS 66.7% 74.4% NS
copies/ml)
Viral Load > 400 copies/ml 28,6% 17,5% NS 14,3% 10,8% NS
Viral Load > 4000 copies/ml 28,6% 12,2% < 0,037 0% 7,1% NS
Absolute CD4 (cel/microL) 426 + 340 630 + 2081 < 0,036 432 + 280 617 + 298 < 0,009
Absolute CD4 < 200 cel/microL 30% 6,9% < 0,002 25% 6,2% < 0,007
CD4 percentage (%) 18,4 + 12,6 27 +10 < 0,006 197+ 11,6 29 + 10 < 0,002
Absolute CD8 (cel/microL) 1213 £ 737 1057 + 2105 NS 1036 + 690 969 + 464 NS
CD8 percentage (%) 53+ 19 47 £ 12 NS 47 £ 17 45 + 12 NS
Total Lymphocytes(x10x9/L)) 22+11 6,1+ 88 NS 22+ 1 21+07 NS
Hemoglobin (g/dL) 13,7+ 1.1 145+15 <0,014 13,121 146 +15 <0,005
Fibrinogen (mg/dl) 416 + 109 340 + 83 <0,0001 396 + 108 347 + 100 <0,067(NS)
Glucose (mmol/L) 58+24 52+26 NS 6,2+29 52«1 <0,0001
HDL (mmol/L) 1,1+03 1,1+04 NS 1,1+04 1,2+04 NS
LDL (mmol/L) 28+09 25+08 NS 27+08 28+09 NS
Triglycerides (mmol/L) 26+16 1,8+14 < 0,033 27«12 1,7+13 < 0,003
Albumin (g/L) 40+ 5 43 + 3,8 < 0,002 41 +7 43 £ 3,4 < 0,001
Calcium (mmol/L) 2,3+0,05 23+0,1 NS 23+0.2 23+0,1 NS
Phosphate (mmol/L) 1,03 £ 0,1 1,04 £ 0,2 NS 1,06 + 0,2 1,05+0,2 NS
DM (fasting glucose = 7 mmol/L) 38,1% 17% <0,019 50% 17% <0,001
(Fasting glucolsZGz 5,6 mmol/L) 14,3% 3,4% <0,035 20% 3,4% <0,005
Low HDL (HDL < 1,03 mmol/L) 40% 41,3,% NS 45% 33,3,% NS
Hyper LDL (LDL = 3 mmol/L) 41,2% 27,7% NS 44,4% 38,4% NS
hypertriglyceridemia (TG = 1,7 71,4% 42,4% <0,013 75% 39,1% <0,002
mmol/L)
HBV coinfection (%) 21,1% 22,9% NS 21,1% 22,9% NS
HCVcoinfection (%) 55% 38,6% NS 55% 38,6% NS
Positive luetic serology (%) 7,7% 71% NS 7.7% 71% NS
Treatment TDF (%) 52,4% 46,% NS 52,4% 46,% NS

Treatment IDV(%) 38,1% 38,3% NS 38,1% 38,3% NS
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5.2. Estudio de la prevalencia de alteraciones urinarias como marcadores de enferme-
dad renal en pacientes con infeccién por VIH de nuestro medio

RESULTADOS:

Se ofrecié participar en el estudio a todos los pacientes visitados en nuestra Unidad de
Atencion del SIDA. Un total de 37 sujetos se negaron a participar. La razén principal para
rechazar fue que no tenfan suficiente tiempo para completar la encuesta. Se reclutaron los
primeros 1000 pacientes que asistieron a la Unidad de VIH y aceptaron participar. De éstos,
30 fueron posteriormente excluidos del analisis debido a la falta de datos. La mayoria de
los 970 pacientes restantes eran blancos (94%) y hombres (76%), con una edad mediana
(RIQ) de 48 (42-53) afios. Antecedente de hipertension arterial fue declarado en un 9% (en el
cuestionario), pero se diagnostico en el 19% de los pacientes mediante mediciones repetidas
y posterior evaluacion clinica. La dislipemia fue diagnosticada en el 27% y la diabetes mellitus
en el 3%. El tratamiento con agentes antihipertensivos fue tomado por 87 pacientes (9%),
agentes hipolipemiantes por 142 (4,3%) e hipoglucémicos por 26 (2,7%) (Tabla 1).

* Estimacion de la tasa de filtracion glomerular y clasificacidon segun criterios KDIGO

La mediana (RIQ) FGe segun la ecuacion CKD EPI fue de 101 (89,5; 108,2) ml / min por 1,73
m?. Segun los criterios de KDIGO de 2012, los parametrospara ERC fueron normales en 507
pacientes (52,3%) (eGFR> 90 mL / min / 1,73 m2 sin signos de dafio renal). El estadio 1 de
ERC se registrd en 213 pacientes (22%, eGFR> 90 mL / min / 1,73 m? con signos de dafio
renal), estadio 2 en 221 pacientes (22,8%, eGFR> 60-90 mL / min / 1,73 m?) Y estadio 3 en
27 pacientes (2,8%, eGFR <60 mL / min / 1,73 m?). Un paciente (0,1%) presentaba estadio 4
CKD (eGFR entre 15-30 mL / min / 1,73 m?), y 1 paciente (0,1%) presenté enfermedad renal
en estadio 5 (eGFR <15 mL / min / 1,73 m?) (Fig. 1).

Los datos fueron muy similares para la ecuacion MDRD: 39 pacientes (4%) tenian un eGFR
<60 ml/min/ 1,73 m2, 1 paciente (0,1%) <15 ml/min /1,73 m2, 1 paciente (0,1%) 15-30 ml
/min /1,783 m2 y 37 pacientes (2,8%) tenian 30-60 mL / min / 1,73 m?.

Estudio de la prevalencia de enfermedad-renal, marcadores urinarios asociados
y su relacion con alteraciones histolégicas en pacientes con infeccion por VIH-1

Tabla 1| Caracteristicas del paciente, en general y de acuerdo al grado de alteracién de la proteinuria.

Gender (male), %
Ethnicity (white), n (%)
Age, years
BMI, kg/m?

Diabetes, n (%)
Hypertension, n (%)
Dyslipidemia
Smoking, n (%)
Hepatitis B/C co-infection, n (%)

Potentially nephrotoxic concomi-
tant therapy, n (%)

Time since diagnosis of HIV
infection, years

Current CD4 + T-cell count,
cells/IL

Nadir CD4 + T-cell count, cells/IL

Suppressed viral load, n (%)
Time on ARV treatment, months
Current use of Pl, n (%)
Time on Pl, months

Current use of TDF, n (%)

Time on TDF, months

Overall population
N =970

733 (75.6%)
916 (94.4%)
48 (42;53)
23.8 (21.7;25.86)
35 (3.6%)
189 (19.5%)
262 (27%)
494 (51%)
270 (27.5%)

115 (12%)

14.95 (7.43;19.74)

567 (402;766.25)

214.5 (99;326)
811 (83.6%)

151.3 (70.78;192.3)
499 (51.4%)
70.85 (31.41:124.8)

491 (50.6%)
32.75 (17.63;49.71)

UAC ratio > 30 mg/

gaN=58
58 (100%)
58 (100%)

44 (40;48)
24.24 (23.18:26.04)
0
8 (14%)

8 (14%)

41 (71%)

33 (57%)

0

9.51 (5.28;18.58)

577 (337;708)

274 (91;319)
66 (85.7%)

90.31
(13.28:135.45)

58 (100%)
43.56 (13.28:48)

19 (43%)
23.60 (19.56;38.46)

UPC ratio > 200
mg/ga N =75
57 (76%)
70 (93.3%)
47.75 (42;53)
23.81(21.72;25.91)
2(2.6%)
14 (18.7%)
20 (26.6%)
38 (50.6%)
20 (26.7%)

9 (12%)
14.87 (7.318:19.56)

576 (416;771)

219 (103;327)
63 (84%)

151.39
(71.11;190.68)

60 (80%)

71.54
(32.35;125.72)

34 (45%)
32.81(17.88:49.81)

UAC or/and UPC
ratios N = 38

29 (76.3%)
36 (94.7%)

51 (47;58.25)
23.29 (20.71;26.16)
5 (13%)

16 (42%)

12 (31.6%)

12 (31.5%)

13 (34%)

8 (21%)

16.95 (13.23;22.47)

487.5 (290;577.5)

136.5 (88.25;254)
32 (84.2%)

168.25
(134.05;211.34)

34 (89.4%)

80.97
(25.75:144.69)

20 (52.6%)
30.51 (14.59:42.97)

ARV, antirretroviral; IMC, indice de masa corporal; IQR, rango intercuartil; N, nimero de pacientes, PI, inhibidores de proteasa;
TDF, tenofovir; Relacion UAC, relacion de creatinina albuimina de orina; UPC, relacion de la creatinina de la proteina de la orina.
Los datos se expresan como la mediana (IQR) a menos que se indique lo contrario.

aGrados de UAC o UPC son independientes del FGe.
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* Signos de dano renal segun filtrado glomerular estimado (FGe)

En general, se presentaron signos de dafo renal (Pr/Cr urinario anormal, EUA, hipofosfatemia,
glucosuria, hematuria o todos) en 311 de los pacientes (32%). Con respecto al FGe, de los
29 pacientes con FGe (CKD-EPI) <60 mL / min / 1,73 m2, 18 (62%) presentaron signos de
dafio renal.

De los pacientes con FGe> 60 mL / min / 1,73 m?, el dafio renal estaba presente en 297
(80%). De hecho, en el caso de una funcién normal (FGe> 90 ml / min / 1,73 m2), hay
signos de dafio renal en 213 pacientes de 720 (29,6%). Especificamente, en 75 (7,8%) y 58
(6%) pacientes se detectod una relacion Pr/Cr urinaria ( proteinuria medida segun cociente
proteina/Creatinina en orina) o EUA (Excrecion urinaria de albumina medida segun cociente
Albumina/Creatinina en orina) anormal (Pr/Cr> 200 mg /gy /o EUA>30mg/g).

Considerando sélo aquellos pacientes con relaciones PR/Cr o EUA anormales, los valores
medianos para las relaciones albdmina / creatinina y proteina / creatinina fueron 54,8 (38,7,
91,05) mg / gy 309 (246,470) mg / g, respectivamente.

Fig 1| Diagrama de flujo. EGFR: tasa de filtracion glomerular estimada; Dafio renal: alteracion de las relaciones albimina
/ creatinina y proteina / creatinina (relacion Pr/Cr o EUA), o presencia de glucosuria, hematuria o hipofospatemia;
Relaciones Pr/Cr o EUA: proteinuria urinaria / creatinina o relaciones albuminuria / creatinina.

Estudio de la prevalencia de enfermedad renal, marcadores urinarios asociados

y su relacion con alteraciones histolégicas en pacientes con infeccion por VIH-1
.

Tabla 2| Modelo de Regresion Logistica.

Univariate Multivariate
Odds ratio [95%Cl] p Value Odds ratio [95%Cl] p Value
First model. Factors related with altered eGFR and/or abnormal UPC or UAC

Age (per 1 year of

. 1.017 [1.00343;1.03082] 0.014 1.015 [1.001;1.030] 0.040
increase)
Hypertension (yes vs. no) 1.852 [1.337; 2.564] < 0.001 1.821[1.292;2.564] 0.001
Hepatitis coinfection 1.414 [1.066098;1.876173] 0.016
(yes vs. no)
BMI <1850r >30kg/ 44911 373626:3.436426] 0.001 2.1277 [1.335:3.39] 0.001
m? (yes vs. no)
Current TDF use 1.348 [1.04603;1.7331] 0.021
(yes vs. no)
Use of NRTIs 1.335 [1.030928:1.730104] 0.028
(yes vs. no)
Use of TDF plus Pls 1.335 [1.037344;1.718213] 0.025 1.401 [1.078;1.8215] 0.012
(yes vs. no)
Current CD4 cell count  0.99945 [0.999016;0.99989] 0.014 0.9995 0.035
: : e : [0.9991;0.9999] :
Exercise (1 or more 0.6238 [0.48403;0.80386] <0.001
hours per week)
Second model. Factors related to proteinuria > 300 mg/g
Age (per 1 year of 1.060 [1.021:1.101] 0.002
increase)
Hypertension (yes vs. no) 3.236 [1.516;6.924] 0.002 2.91[1.339;6.329] 0.007
Diabetes mellitus 5,242 [1.697:16.194] 0.004 4.051 [1.270;12.919] 0.018
(yes vs. no)
Time on antiretroviral 1.0002469 0.012
treatment [1.0000538;1.0004399] :
Nadir CD4 cell count 0.997 [0.994;0.9996] 0.027
Current use of Darunavir 3.404 [1.021;11.351] 0.046

IMC, indice de masa corporal, EGFR, tasa de filtracion glomerular estimada; PI, inhibidor de proteasa; NRTI, inhibidores
nucledsidos de la transcriptasa inversa; TDF, tenofovir; UPC, relacién proteina / creatinina de orina, UAC, relacién de
albumina / creatinina de orina.

Setenta y siete pacientes (8%) tuvieron una relacion de EUA <30 (mediana [IQR], 0,9 [0,07; 10]) mg/ g, y 38 pacientes
(4%) tuvieron relaciones PR/Cr o EUA> 300 (467 [351, 887,75]) mg / g.
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¢ Factores relacionados

La regresion logistica se realizd en dos casos: alteracion de la FGe y / o ratio anormal de Pr/
Cr o EUA ; Y FGe normal en caso de proteinuria> 300 mg / g.

Los resultados de los andlisis uni y multivariante se resumen en la Tabla 2.

La regresion multivariante del primer modelo mostré asociaciones entre un riesgo aumentado
de relaciones Pr/Cr o EUA anormales y: hipertension [OR 1,821, (95% IC: 1,292; 2,564), p=
0,001], edad [por 1 afio, OR 1,015, (95% IC 1.001; 1.030), p = 0.040], IMC por debajo de 18 0
superior a 30 kg / m2 [OR 2,127, (95% IC: 1,335; 3,39), p = 0,001] y uso de TDF mas PI, [OR
1,401, (95% IC: 1,078; . El recuento de células CD4 actuales [por una célula de aumento, OR
0,9995, (95% IC 0,9991; 0,9999), p = 0,035] era un factor protector. En el anélisis multivariado
del segundo modelo, las Unicas variables asociadas con proteinuria> 300 mg / g fueron
diabetes mellitus (p = 0,018) e hipertension arterial (p = 0,007).

El analisis de regresion logistica basado en la ecuacion MDRD revel6 factores de riesgo
similares al andlisis basado en la ecuacion CKD-EPI (datos no mostrados).

Estudio de la prevalencia de enfermedad-renal, marcadores urinarios asociados
y su relacion con alteraciones histolégicas en pacientes con infeccion por VIH-1
.

5.3. Estudio del efecto del tratamiento antirretroviral sobre la funcién renal en pacientes
con infeccién por VIH de nuestro medio

RESULTADOS:

De los 377 pacientes incluidos, 104 (29,4%) recibieron regimenes con lopinavir / ritonavir,
cony sin TDF, en 28 y 76 casos, respectivamente; 177 pacientes (50%) recibieron darunavir
/ ritonavir, con y sin TDF, en 68 y 99 casos; y 73 (20,6%) estaban recibiendo atazanavir
/ ritonavir, con y sin TDF, en 30 y 43 casos, respectivamente. Sélo 23 pacientes recibian
atazanavir no potenciado sin TDF en todos los casos.

Tabla 1| Caracteristicas de los pacienten incluidos.

Gender (male), n, % 282 (75%)
Ethnicity (white), n, % 358 (95%)
Age, years 47.45 (43-51.8)
Diabetes, n, % 11 (3%)
Hypertension, n, % 32 (8.6%)
Smoking, n, % 204 (54%)
Hepatitis B/C coinfection, n, % 119 (31.6%)
Potentially nephrotoxic concomitant therapy, n, % 47 (12.5%)
Time since diagnosis of HIV infection, years 17.3 (12-21.5)
Current CD4 + T-cell count, cells/mL 553 (396-779)
Nadir CD4 + T-cell count, cells/mL 181 (92-276.5)
Suppressed viral load, n, % 323 (85.6%)
Time on ARV treatment, months 171 (108-209.6)
Time on Pls, months 103.2 (62-144)
Time on TDF, months 32.3 (17.8-49.7)
Time on ATZ (without TDF), months 17.5(7.3-28.3)
Time on ATZ + TDF, months 32.5(8.4-45.2)
Time on LPV (without TDF), months 28.9 (15.6-41.9)
Time on LPV + TDF, months 441 (25.7-54.7)
Time on DRV (without TDF), months 16.1(9.6-25.4)
Time on DRV + TDF, months 16.5(9.9-33.5)

Los datos se expresan como la mediana (IQR) a menos que se indique lo contrario. ARV = antirretroviral, ATZ =
atazanavir, DRV = darunavir, IQR = intervalo intercuartilico, LPV = lopinavir, n = nimero de pacientes, Pl = inhibidor de
la proteasa, TDF = tenofovir.
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Las caracteristicas demogréficas y clinicas de los pacientes y el tiempo en el IP especifico
se muestran en la Tabla 1. Se recolectaron farmacos potencialmente nefrotéxicos: inhibidores
de la enzima convertidora de angiotensina, bloqueadores de los receptores de angiotensina,
ciclosporina, farmacos antiinflamatorios no esteroideos y tacrolimus. Después de una
mediana (intervalo intercuartilico) de tiempo en el Pl de 103 (62-144) meses, el porcentaje
de pacientes que cumplian los criterios de lesion renal (como se definié anteriormente) fue
27,7% para darunavir (27,9% con y 30,3% sin TDF) , 27,9% para lopinavir (25% con y 29%
sin TDF) y 30% para atazanavir (20% con y 45% sin TDF). No se observaron diferencias
estadisticamente significativas cuando se compardé cada IP con y sin TDF. Del mismo modo,
no se observaron diferencias significativas cuando se compararon todos los IP con TDF y
sin TDF.

En general, la alteracion de la relacion proteina / creatinina y / o albumina / creatinina urinarias
fue la alteracién mas frecuente detectada (65% de todas las alteraciones).

El andlisis de la curva ROC (Fig. 1) mostr6 un tiempo estimado de lesion renal de 229 dias
para atazanavir / ritonavir cuando se uso6 sin TDF (sensibilidad, 0.89, especificidad 0.41 y
AUC, 0.639), 332 dias cuando se administré con TDF (sensibilidad 0,75, especificidad 0,29 y
AUC 0,603) y 318 dias cuando se administré atazanavir no potenciado sin TDF (sensibilidad
0,89, especificidad 0,29 y AUC 0,581).

El tiempo hasta la lesion renal fue de 478 dias para lopinavir / ritonavir sin TDF (sensibilidad
0,864; especificidad 0,44 y AUC 0,566) y 1339 dias para lopinavir / ritonavir mas TDF
(sensibilidad, 0,86, especificidad 0,77 y AUC 0,667).

Estudio de la prevalencia de enfermedad-renal, marcadores urinarios asociados
y su relacion con alteraciones histolégicas en pacientes con infeccion por VIH-1
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Figura 1| ROC esta utilizando las principales caracteristicas discriminatorias del tiempo en la exposicion de diferentes
IPs para clasificar a los individuos que han desarrollado una lesién renal o que no han desarrollado una
lesion renal. (A) IPs potenciados sin TDF; (B) IPs potenciado méas TDF. Pl = inhibidores de proteasa, ROC =
caracteristica de funcionamiento del receptor, TDF = tenofovir).
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El tiempo estimado para la lesion renal fue de 283 dias para darunavir / ritonavir sin TDF
(sensibilidad, 0,80, especificidad, 0,261 y AUC, 0,523) y 286 dias para darunavir / ritonavir
méas TDF (Sensibilidad, 0,789, especificidad, 0,245 y AUC, 0,446).

El Unico factor en el andlisis de regresion logistica que se asocié con una disminucion en el
riesgo de anomalias renales fue el uso actual de lopinavir / ritonavir sin TDF (odds ratio =
1,772; IC del 95%: 1,070-2,93; P = 0,026). No se establecieron otras correlaciones.
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5.4. Estudio metodolégico de la obtencion de muestras y su procesamiento para reali-
zacion de peptidoma en plasma de pacientes con infeccion por VIH:

RESULTADOS:

Nuestros resultados mostraron que en el grupo de entrenamiento, el perfil peptidico de las
muestras de sangre recogidas en tubos de EDTA permanecio sin cambios durante la primera
hora. Después de 2 horas se observaron cambios sustanciales; Picosm/z 1,098.67, 1,505.06,
1,606.81, y 2,660,35 mostraron una disminucién de area con respecto a las mismas muestras
congeladas en el tiempo “cero”, mientras que el area de picos m / z 1.740,92, 1,882.25 y
1,897.00 aumentd. Después de 4 h, el area de pico m/ z 2,428,30 disminuyd. Después de 8
h, el area de picosm/z 1.973,13, 1,987,70, 2,007,94 y 2,084,25 aumentd. Cuando se recogio
sangre en tubos P100, el &rea de picos con m/z 1.740,92, 1,882.25 y 2,428,30 aumentd o
disminuy6 de la misma manera y en la misma hora después de la flebotomia que cuando se
usaron tubos EDTA. Otros picos mostraron el mismo cambio pero en un momento diferente.
Algunos picos aumentaron cuando se usaron tubos P100 pero se mantuvieron estables en
tubos EDTA (m /z 1.060.73, 1.076.74, 1.847.10, 2.485.32 y 2.862.57).

Estos picos fueron mas altos en el tiempo “cero” en muestras recogidas en tubos EDTA, y
este cambio se observé también después de 4 h, tanto en grupos de entrenamiento como
de validacion. Ocho picos se mantuvieron estables cuando se recogié sangre en tubos
P100. El picom/z 1,060.73, identificado como bradiquinina, mostré mayor area en el tiempo
“cero”, y después de 1, 2 y 4 horas cuando las muestras se recogieron en tubos EDTA, en
comparacion con los tubos P100. Estos resultados coinciden con los obtenidos en los grupos
de validacion (Tabla Suplementaria S2). Después de 8 h, no se observaron diferencias en el
area de este pico dependiendo del tubo de recogida (Figura 1).

Los picos m/z 1.098.67 y 1.505,06, identificados como fragmentos de complemento C3f,
mostraron mayor area al utilizar tubos EDTA (Fig. 1). Estas diferencias se observaron con el
tiempo y también se detectaron en ambos grupos de validacion. En el tiempo “cero”, pico m
/z 1.897,00, identificado como fragmentos de complemento C4-A, mostré mayor area al usar
tubos EDTA. El area de picos m /z 1.973.13, 1.987.70, 2.007.94 y 2.084.25 en el momento
“cero” fue mayor en muestras recogidas en tubos P100.

Estudio de la prevalencia de enfermedad-renal, marcadores urinarios asociados
y su relacion con alteraciones histolégicas en pacientes con infeccion por VIH-1
-

Figura 1| Area de pico media, en el eje vertical (unidades arbitrarias, AU), de sefiales peptidicas m/z 1.060, 1.076, 1.098, 1.505, 1.367,
1.606, 1.847,1.897, 1.973, 1.987, 2.007, 2.084, 2.485, 2.660 y 2.862, cuando la sangre de sujetos del grupo de entrenamiento
se recogi6 en tubos EDTA (lineas continuas) o P100 (lineas punteadas) y cuando las muestras fueron procesadas en el
momento “cero” o 8 horas después de la flebotomia. La prueba no paramétrica de Wilcoxon se realizo para determinar las
diferencias entre las muestras de sangre recogidas en tubos EDTA y P100. * P-valor <0,05.
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5.5. Estudio de la relacion entre enfermedad renal, hallazgos histolégicos y patrén de
peptidoma en plasma y orina de pacientes con infeccion por VIH

RESULTADOS:
Se seleccionaron un total de 55 pacientes con infeccion por VIH.

Se les realiz¢ andlisis de peptidoma plasmatico a la totalidad del grupo de estudio. Se realizé
analisis de peptidoma urinario a 33 de estos pacientes.

La poblacién de estudio presentaba edad media de 49 + 10 afos, el 87% eran hombres. EL
33% presentaba FG < 60 ml/min, con cociente ALb/Cr urinario medio de 98 + 195 mg/gr y
cociente prot/ Creat medio de 605 + 880 mg/gr. EL tiempo medio de tratamiento ARV fue de
10,5 + 6,5 afios, el 35,2% bajo tratamiento con TDF al momento del estudio. El 15% presen-
taban DM, el 21% HTA (ver tablas 1y 2).

El grupo control (n =16) presentaba edad media de 37 + 13 afios, el 62,5% eran mujeres.
Ambos grupos mostraban diferencias significativas en edad media y distribucién por género

(tabla 3).

Tabla 1y 2| Caracteristicas generales de la muestra de pacientes con infeccion por VIH

Tabla 3| Caracteristicas del grupo control

Variable % / media + DS Variable % /N
Edad media 49 + 10 afios Carga viral media 3615 + 12564
Género Masculino 87% CD4 media 316 + 314
Talla media 168 + 10 cm CD7 media 985 + 597
Peso medio 68 + 11,7 kg Media linfocitos totales 2,16 +1x10x9
Fge < 60 ml/min (CKD-EPI) 33,3% Media proteinas totales 72 + 7 gr/dl
Creatinina media 128 + 129 mmo/L Media Albumina 42,8 + 4,1 gr/dl

Alb/Crat urinaria Media

7,4%
<30 mg/gr o Colesterol Total 5,03 + 1,25 mmol/L
14,8%
80-300 mg/gr 7,4% (s6lo disponibles
G0 I ! LDL 1,29+0,5
> 300 mg/gr datos de 16) *
- . HDL 1,29 +£0,5
Prot/crat urinaria media 605 + 880 mg/gr
Prot/Cr > 200 42% Glucosa 5,2 £ 0,9 mmol/L
DM 15%
HTA 219 Controles Sanos N: 16
TAS media 133 + 21 mmHg Edad media 37 + 13 afios
TAD media 82 + 14 mmHg . )
Género 62,5% mujeres
DLP 18,5%
VHC 22%
VHB 3,7%
Fcos Nefrotoxicos 5,6%

Fumadores o ex-fumadores

TRATAMIENTO
Tiempo medio de tratamiento AEV

98 + 195 mg/gr

25%

10,5 + 6,5 afios

Tiempo medio de tratamiento con IP 4 + 4 afios
Tiempo medio de tratamiento con TDF 2 + 2 afios
Tiempo medio de tratamiento
con TDF > 1 mes 71,4%
Tratamiento con TDF actual 35,2%

Media Fibrinigeno

409 + 133 mg/dl

Estudio de la prevalencia de enfermedad-renal, marcadores urinarios asociados
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¢ Identificacion de péptidos:

Se obtuvieron un total de 38 sefiales de péptidos urinarios validas de los pacientes con
infeccion por VIH, asi como 29 sefiales de péptidos validas de los pacientes incluidos en el
grupo control.

De estos péptidos detectados, se realizd identificacion con éxito de 4 péptidos correspon-
dientes a alfa-1 antitripsina (A1AT): m/z 1945, 2377, 2392 y 4012, un péptido correspondiente
a uromodulina (UMOD): m/z 1913 y dos péptidos correspondientes a albumina ( ALB): m/z
1831y 2542.

* Exploracion a través del método de “CLUSTERS”:

Se realiz6 a través del método de agrupacion por clusters, una exploracion de la totalidad de
péptidos obtenidos, con la finalidad de valorar cuales de estos péptidos podrian discriminar
y diferenciar de forma mas precisa y significativa los pacientes de la muestra.

Se realizé un primer analisis por clusters de todos los pacientes incluidos en el estudio (pa-
cientes con infeccién por VIH y pacientes controles sanos), incluyendo los péptidos en orina
obtenidos.

Se obtuvo que tanto el péptido 01913, Uromodulina, como el péptido 01831, Albumina, mos-
traban capacidad muy destacada de caracterizar la muestra (ver figura 1).

Figura 1| Cluster de péptidos urinarios para toda la muestra.

UMOD ALB
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Se realiz6 asimismo un analisis por clusters segun los péptidos urinarios obtenidos de aque-
llos pacientes con infeccion por VIH.

Se obtuvo el péptido 01831, albumina, como uno de los marcadores de mayor caracteri-
zacion de la muestra. Asimismo, se obtuvo un grupo de 5 péptidos, entre los cuales se en-
contraban 1 péptido de uromodulina ( 01913) y 2 péptidos de Alfa-1-antitripsina ( 04012y o
2377), que definian un cluster de forma agrupada que también mostraba elevada capacidad
de diferenciacion de los pacientes segun sus valores. (ver Figura 2)

Figura 2| Cluster de péptidos urinarios para los pacientes con infeccion por VIH.
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Finalmente, se realizé un andlisis por clusters segun los péptidos en orina objetivados en las
muestras de los pacientes controles sanos. Se objetivo que el péptido 01913, Uromodulina,
constituye un cluster principal para la diferenciacion entre pacientes de este grupo (Ver fi-
gura 3).

Figura 3| Cluster segun péptidos urinarios para el grupo controles sanos.

UMODT

e Comparativa peptidoma urinario VIH + vs. Controles sanos:

Se obtuvieron de los 33 pacientes VIH + incluidos, un total de 38 sefiales de péptidos validas.
Los pacientes del grupo control obtuvieron 29 sefiales de péptidos validas.

DE estos péptidos detectados, se realizé identificacion con éxito de 4 péptidos correspon-
dientes a alfa-1 antitripsina (A1AT): m/z 1945, 2377, 2392 y 4012, un péptido correspondien-
tes a uromodulina (UMOD): m/z 1913 y dos péptidos correspondientes a albumina (ALB):
1831y 2542.

De los 29 péptidos con sefial detectada en ambos grupos, mostraron diferencias significati-
vas en su intensidad 21 de ellos.

Los pacientes VIH + mostraron mayor intensidad de sefal en todos los péptidos marcadores
de A1AT(m/z 1945, 2377, 2392 y 4012), en ambos péptidos de ALB (1831 y 2542.) y menor
intensidad en el péptido de UMOD (m/z 1913) que el grupo control, en todos los casos de
forma estadisticamente significativa (Ver tabla 4 y tabla 5).
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PEPTIDOS URINARIOS PACLE(',‘\‘I:TESS) VIR CONTR&':'?%SANOS VALOR P
0168202 32,6+248 27,6 + 20 NS
0171805 69,9 + 142,9 78+43 0,0001
0176902 52,0+ 67,3 43,6 + 28 NS
o188119 90,5 + 224,2 1626 0,006
oy 85,3 + 102,1 486 + 199.9 0.0001
0194507 12,5+ 6,1 82x27 0.018
0202200 44,5+ 194,7 81z 38 0.024
0204910 209+ 11,2 56+28 0.0001
0219225 26,7 + 15,1 41,6+ 29 NS
0220718 29,7+ 18,2 194142 0.01
0222311 16,2+ 109 84 0.0001
0235823 20,1+ 148 6.7+ 2,1 0.0001
02A317A7T80 48,4 + 24,1 15,4 + 3,1 0.0001
0239226 38,9478 145+35 0.0001
0242930 247353 4518 0.0001
0254255 56,7 + 116 107438 0.0001
0256750 76+7 17+09 0.0001
0264245 26,8+718 5414 0.0001
0266044 38,6 +37,2 683 0.0001
0269734 28,6+ 17,7 57+27 0.0001
0271934 30,1+ 324 24 +133 NS
0275523 367,7 + 571,1 97,3 + 67,1 NS
0281758 72,5+ 105,8 39,8+ 19,9 NS
0293972 417+315 189+48 0.001
0295793 12£04 162 NS
0300394 29,3498 122,4 + 59 0.0001
0338867 153+3 121,4 %529 0.0001
0877822 29,6 + 42 196+ 63 NS
of01264 59,7 + 118,1 431+ 133 0013

Debido a que los pacientes controles sanos presentaban una edad media estadisticamente
inferior al grupo de pacientes con infeccion por VIH, se decidio realizar un andlisis com-
parativo del peptidoma en orina ajustandolo por edad, seleccionando sélo en cada grupo
aquellos sujetos con edad inferior a 40 afios (11 sujetos en grupo control vs. 10 sujetos en
grupo VIH +).

Estudio de la prevalencia de enfermedad-renal, marcadores urinarios asociados
y su relacion con alteraciones histolégicas en pacientes con infeccion por VIH-1
-

En esta ocasion, se obtuvieron diferencias significativas en 3 péptidos urinarios. De ellos, el
péptido de Uromodulina 01913 mostré mayor intensidad en los pacientes sanos (543 + 218
vs. 86 + 87, p < 0,026) y el péptido de AT1AT 02377 mostré mayor intensidad en los pacientes
con infeccioén por VIH (366 + 481 vs. 14 = 2, p < 0,026).

Este analisis confirma la solidez de las diferencias observadas entre la intensidad de UMOD
y A1AT al comparar pacientes sanos con pacientes con infeccién por VIH, no viéndose in-
fluenciado por la edad de los sujetos.

1000,00

800,00

600,00
49

01913.09 UMOD
[ ]

400,00

200,00 —‘7

NO Si
VIH

30,00

25,00

20,00

15,00

01945.07 A1AT

0,00

i |

0,00

NO Si
VIH



5. Estudios realizados en relacién al desarrollo de la tesis doctoral

£
TESIS DOCT&;I_-\L

FRANCISCO JAVIER JUEGA MARINO

e Comparativa peptidoma urinario VIH + FG < 60 vs. FG = 60 ml/min

Se decidi¢ realizar una comparativa sobre los 33 pacientes de los que se obtuvo peptidoma
urinario entre aquellos con FG < 60 ml/min vs. FG > 60 ml/min, para determinar si el patrén
urinario de los pacientes podria mostrar diferencias segun la afectaciéon de funcion renal y
ser por tanto marcador de enfermedad renal.

EL grupo de 33 pacientes presentaba una edad media de 51 + 9 afos, IMC medio 24,3 + 3,
TA media 136 + 21 /84 + 14 mmHg, tiempo de tratamiento ARV 11 + 6,5 afios, tiempo de IP
5 + 4,5 afos, tiempo de TDF 1,8 + 1,7 afos. Media CD4 542 + 347 cels/m?, CD8 1077 + 709
cels/m?, carga viral (CV) 4406 + 14407 copias, Creatinina media 155 + 156 mmol/L, albumi-
na media 42 + 4 g/L, proteinuria (prot/Cr) 1,7 + 2,9 g/d, alouminuria (ALb/Cr) 569 + 1400 gr/
dl, fibrinégeno 420 + 132 mg/dl.

Este subgrupo de pacientes a los que se les realizé peptidoma en orina, presentaban de
forma significativa al compararlos con los otros 21 pacientes con infeccion por VIH a los que
no se les realizé andlisis peptidico urinario, mayores cifras de TA, mayor proteinuria y mayor
microalbuminuria, sin diferencias en el resto de variables estudiadas.

Entre aquellos 33 pacientes de los que se obtuvo peptidoma urinario, 14 presentaban FG <
60 ml/min vs. 19 pacientes con FG > 60 ml/min.

Los 14 pacientes con FG < 60 ml/min presentaban de forma significativa mayor prevalencia
de HTA (50% vs. 15%, p< 0,042), menor IMC (22 + 2 vs. 25 + 3, p <0,0001), mayor Cd8 to-
tales (1375 + 828 vs. 874 + 548, p< 0,0001), mayor CD8 porcentaje (55 + 13 vs. 40 = 12 %,
p < 0,0001), y mayor creatinina (256 + 202 vs. 80 v 13 mmol/L). No mostraron diferencias en
el resto de variables.

En cuanto al andlisis estadistico, se encontraron diferencias significativas entre ambos gru-
pos en 13 péptidos urinarios. Entre ellos, los pacientes con FG < 60 ml/min presentaron
niveles mas elevados de A1AT en 2 péptidos: 02392 ( 61 + 66 vs. 22 + 14) y 04012 ( 77 +
148 vs. 47 + 91), asf como niveles mas elevados de un péptido de Albumina 02542 (72 +
117 vs. 44 + 116).
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¢ Pacientes que recibieron BIOPSIA RENAL

Se realizé biopsia renal segun criterios predeterminados un total de 17 pacientes. De ellos,
en 1 caso no se obtuvo muestra suficiente para diagnéstico anatomo -patolégico satisfacto-
rio. En otro caso, aunque si se obtuvo diagndstico (Nefropatia por IgA), no se obtuvo muestra
para analisis de peptidoma en orina del paciente, por lo que finalmente se consideraron un
total de 15 biopsias renal con andlisis peptidico urinario correcto disponible para el estudio.

De ellos, 8 pacientes (53,3%) presentaban FG < 60 ml/min.

EL diagnostico mas frecuente fue glomeruloesclerosis segmentaria y focal (GESF), en 5 pa-
cientes, y glomerulonefritis membranosa (GNM) en 4 pacientes (ver graficas 1, 2y 3y tabla
6).

Dx FGe < 60 ml/min FGe > 60 ml/min TOTAL
GEFyS 3 2 5
GN MEMBR 2 2 4
ND 2 1 3
GN Mesangial 0 1 1
IgA 1 0 1
Cambios Min 0 1 1
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Biopsias renales en pacientes VIH+ MDRD<60

Inesp 6% Inesp 11%

LM 0%
GNMms 0%

GNMms 6% GESF 31%

GNM 11%

GNM 19%
NIgA 22%

NIgA 13%

MDRD>60

Inesp 0%
LM 14%
GESF 29%

GNMms 14%

GNM 19%

NIgA 0%

Se compard el perfil peptidico urinario de los pacietnes biopsiados (15) vs. El resto de pa-
cientes VIH + con peptidoma urinario efectuado (18).

Comparando ambos grupos segun todas las variables, sélo se encontraron diferencias es-
tadisticamente significativas en cuanto a la proteinuria por cociente, mayor en los pacientes
biopsiados (2,8 + 3,4 vs. 0,9 + 2,1 g/dia).

En cuanto al perfil peptidico, los pacientes biopsiados mostraron de forma estadisticemente
significativa diferencias en las mediciones de 8 péptidos, entre ellos, mayor intensidad de un
péptido de A1AT: 0 2392 (58 + 67 vs. 24 + 15, p< 0,04), mayor intensidad de un péptido de
Albumina o 2542 (101 + 162 vs. 19 = 16, p< 0,004), asi como menor intensidad de UMOD
rozando la significacion estadistica (46 + 43 vs. 117 = 125, p< 0,086).

Asimismo, entre el subgrupo de pacientes biopsiados, se compararon en base al FGe al
momento de la biopsia: los 8 pacientes con FG < 60 ml/min vs.7 pacientes con = 60 ml/min.

Los primeros presentaban de forma estadisticamente significativa menor tiempo total de trat-
miento con TDF (111 £ 202 vs. 1052 + 799 dias, p < 0,011), mayor colesterol total (6,5 = 1,5
vs. 4,9 + 0,9 mmol/L, p< 0,014), mayor triglicéridos (2,8 + 1,6 vs. 1,2 = 0,5 mmol/L, p<0,017)
y mayor determinacion de porcentaje de CD8 (60 + 12 vs. 37 = 12 %, p<0,0007).

Por otro lado, los pacientes biopsiados con FG < 60 ml/min presentaron ademas menor por-
centaje de tratamiento con TDF mas de 2 meses rozando la significacion estadistica (25 vs.
85%, p> 0,051).

GESF 34%

Estudio de la prevalencia de enfermedad renal, marcadores urinarios asociados
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En cuanto al perfil peptidico, los pacientes biopsiados con FG < 60 ml/min presentaban de
forma estadisticamente significativa 2 péptidos de A1AT con mayor intensidad que aquellos
biopsiados con funcion renal conservada: 02392 (84 + 81 vs. 22 + 8, p < 0,029) y 04012 (109
+ 194 vs. 66 = 137, p < 0,021).

Se realizé asimismo un andlisis comparativo de aquellos diagnésticos histolégicos mas pre-
valentes en el estudio vs. El resto de pacientes biopsiados.

Los pacientes con diagnostico de GEFS (5) presentaban menor recuento de linfocitos totales
y HDL respecto al resto de pacientes biopsiados, con mayor sefial de un péptido de A1AT y
menor sefial de UMOD de forma estadisticamente significativa al compararla con el resto de
pacientes VIH con peptidoma en orina

Los 3 pacientes con diagnéstico de nefropatia diabética (ND) por biopsia renal sélo mostra-
ron diferencias con el resto de biopsiados en cuanto a un mayor valor de cociente Prto/Creat.
NO se hallaron diferencias en perfil peptidico urinario.

NO se hallaron diferencias entre aquellas biopsias con rasgos de nefropatia proliferativa (2),
vs. El resto de pacientes biopsiados.
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6. Resumen y discusion de los estudios realizados

6.1. Prevalencia de Enfermedad renal entre la poblacion con infeccién por VIH de nues-
tro medio. DISCUSION:

En nuestro estudio sobre una amplia cohorte de pacientes la prevalencia de insuficiencia re-
nal fue de entre el 4,9y 3,9% en el periodo 2008-2010. Existe una predominancia de estadio
moderado de E.R, entre el 91 y 87% presentaron ERC estadio 3 en dicho periodo.

El espectro de la nefropatia en el paciente VIH + parece haber cambiado en los ultimos
afios, teniendo relevancia entidades relacionadas con el efecto toxico de los ARV, el estado
proinflamatorio de los pacientes ¢ la apariciéon creciente en esta poblacion de factores de
riesgo cardiovascular comunes a la poblacion general.(132)

Los resultados obtenidos son acordes con alguno de los ultimos trabajos realizados en Eu-
ropa sobre prevalencia de ER en pacientes con infeccién por VIH (134, 137). Otros estudios
revelan prevalencia altamente variable segun el entorno socio-sanitario, caracteristicas clini-
cas, raciales y de tratamiento.(133)

El estudio EPIRCE realizado en 2010 en poblacién general en Espafa indica un porcentaje
de ER estadios 3-5 del 6,8%, aunque en el segmento de edad similar al de nuestra muestra,
de 40 a 64 afios, la prevalencia de ER 3-5 fue del 3,3%. (161). Estos datos sugieren que en
la poblacion de pacientes VIH + de nuestro medio la prevalencia de ER grado 3-5 es discre-
tamente superior a la poblacién general.

En cuanto a los factores asociados, la edad avanzada es un conocido factor de riesgo de
aparicion y desarrollo de E.R. y otros factores de riesgo cardiovascular clasicos (D.M., HTA
y DLP) (122-126).

Hay que tener en cuenta, asimismo, lo que algunos autores denominan el “envejecimiento
prematuro” en esta poblacion, desde un punto de vista cardiovascular, condicionado por
diversos factores sobreafiadidos al incremento de esperanza de vida desde el inicio de la
era TARGA (131).

El tratamiento ARV juega un importante papel en estos complicados procesos, asi, estudios
de interrupcion de TARGA han demostrado mayor mortalidad cardiovascular al suspender
el tratamiento, pero otros trabajos relacionan algunos ARV como Indinavir con mayor riesgo
cardiovascular (151, 152).

Diversos trabajos han estudiado distintos marcadores inflamatorios en el paciente VIH+
como Fibrinégeno, PCR, IL-6, D- Dimero, y otros (138, 140-143, 145). La infeccion por VIH
puede activar diversas vias inflamatorias de la pared vascular con liberacion de citocinas y
moléculas de adhesion endotelial. Se ha demostrado que los pacientes VIH+ presentan ni-
veles més altos de Fibrindbgeno que los controles sanos, con elevacion de otros marcadores
inflamatorios como la PCR convirtiéndose ambos en predictores de mortalidad en esta po-
blacion, incluso con niveles de CD4 >500 cel/mcL. Dicho contexto proinflamatorio favorece
el desarrollo de factores de riesgo cardiovascular. (138, 147)

En nuestro trabajo obtuvimos niveles de Fibrindbgeno elevados y niveles descendidos de
Albumina como marcadores de inflamacion relacionados de manera independiente con pre-
sencia de E.R. y deterioro evolutivo de la funcion renal. Lo relacionaria el estado proinflama-
torio propio de estos pacientes con el deterioro de la funcién renal.
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LLa mayoria de estudios poblacionales incluye la HTA y/o D.M como factores de riesgo inde-
pendientes para el desarrollo de E.R. en pacientes VIH +, de forma similar a la poblacion
general (127,128,135-137). Nosotros hemos objetivado una prevalencia creciente de fac-
tores de riesgo cardiovascular comunes a la poblacién general en los pacientes VIH+, con
afectacion renal subsiguiente. Asi, observamos que la HTA es un marcador independiente
de no mejorfa de funcion renal en aquellos pacientes con FG <60 ml/min al inicio del estudio,
asf como la presencia de D.M. y HiperTG eran marcadores independientes de deterioro de
funcion renal entre aquellos pacientes con FGe conservado al inicio del estudio. Destaca la
aparicion de hipertrigliceridemia como marcador de deterioro de funcion renal en el corte
final pero no en el basal, sugiriendo una mayor prevalencia de sindrome metabdlico y un
posible papel evolutivo y acumulativo de dicha alteracion metabolica.

También estudiamos el tratamiento actual o previo con Tenofovir ( TDF), ya que numerosos
trabajos hacen referencia al potencial efecto nefrotoxico de Tenofovir, Indinavir y otros ARV
(127-130,155,156). El TDF puede producir afectacion renal en diversas formas: alteracion
tubular, insuficiencia renal aguda ¢ crénica y disfuncion renal mantenida tras retirada del
farmaco (129,130,133).

En el subgrupo de pacientes que presentaron deterioro de funcién renal final partiendo de
FGe conservados, mas de la mitad habia recibido Tenofovir, retirandose el farmaco durante la
evolucion al 30% de ellos. A pesar de ello, la evolucién de la funcion renal fue desfavorable.

En 2008 el tratamiento con TDF resultd ser marcador independiente de deterioro de funcion
renal, pero en pacientes que al inicio del estudio presentaban FGe < 60 ml/min el recibir tra-
tamiento previo o actual con Tenofovir se mostré como marcador independiente de mejoria
de funcioén renal en el corte final. Basandonos en el patréon observado en el Grupo C, y la
practica clinica habitual, una posible explicacién a la doble significacion discordante del TDF
en nuestro estudio seria el cambio de medicacion.

Probablemente, al detectar alteracion renal y por tanto realizar un control mas estrecho de la
misma, se les haya ajustado o retirado el farmaco a una parte de estos pacientes. Para los
que respondieron favorablemente y recuperaron funcién renal, se convertiria asi en un falso
marcador de “mejoria” de funcion renal. El tiempo de tratamiento acumulado con Tenofovir
también podria influir en dichos resultados.

Otros Marcadores independientes de deterioro de funcion renal obtenidos fueron el des-
censo de CD4 (%) y la presencia de CV > 4000 copias/microL, en relacion con el estado
inmunoldgico de los pacientes. Algunos marcadores de status inmunoldgico distintos, como
CD4 absolutos, carga viral del VIH indetectable, o CD4 < 200 cel/mL no obtuvieron la signifi-
cacion estadistica en nuestro analisis multivariante. Diversos estudios relacionan el deterioro
de funcion renal en pacientes VIH+ con la alteracion en parametros inmunoldgicos de control
de la enfermedad (127,128,135-137).

Factores de deterioro de funcién renal como la co-infeccion por VHC, VHB, tiempo de evo-
lucion de VIH 6 el género, presentes en otros estudios (127,128,135-137), no mostraron dife-
rencias estadisticamente significativas en nuestro medio.

El estudio muestra las limitaciones propias a su disefio. Asi, los estudios observacionales
transversales pueden adolecer de falta de datos sobre algunas variables evolutivas.

Por ello sélo disponemos de una determinacion analitica por corte lo que afecta a la defini-
cion de DM y GBA a partir de niveles de glicemia basal, requiriendo de confirmacion. No se
pudo recoger informacion detallada sobre dosis acumulada ni cambios de tratamiento ARV
excepto en un pequefio grupo de pacientes. Este es un aspecto de especial importancia, y
que permitirfa confirmar nuestra hipotesis sobre la significacion discordante del tratamiento
con TDF y los efectos de su retirada sobre esta poblacion.

Estudio de la prevalencia de enfermedadsrenal, marcadores urinarios asociados
y su relacion lﬂ'm alteraciones histolégicas en pacientes con infeccion por VIH-1
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No obtuvimos datos sobre proteinuria 6 alteraciones de la orina de los pacientes por falta de
muestra. No disponiamos en el momento de elaboracién de las determinaciones analiticas
de la formula CKD-EPI, elaborada y extendida en nuestro medio a partir del afio 2011, por lo
que la estratificacion de funcion renal se ha realziado a partir de la formula MDRD-4.

No disponemos de datos sobre diagnoéstico clinico de factores de riesgo cardiovascular en
toda la muestra, como la prevalencia de HTA, DM 6 dislipemia segun historia clinica, del total
de pacientes, aunque si incluimos estas variables en aquellos pacientes que mostraban ER.

Por todo ello, es necesaria la realizacion de estudios con un disefio adecuado, prospectivos,
de larga duracion, para continuar en el desarrollo del estudio de la E.R. en paciente VIH +.

CONCLUSIONES:

Entre la poblacidon de pacientes VIH + de nuestro medio, se observé una prevalencia de
enfermedad renal ( FG < 60 ml/min/1,73 m2) del 4,5%, el 89% de ellos en Estadio Ill de K/
DOQI: FG 60-30 ml/min/1,73 m2. Prevalencia de ER mas elevada que en la poblacién general
espafiola de su misma edad.

Marcadores independientes de deterioro renal fueron mayor edad y fibrinégeno elevado en
ambos cortes estudiados, fibrindgeno elevado y tratamiento previo o actual con Tenofovir en
el corte basal de 2008 e HiperTrigliceridemia y descenso de albumina en el corte final de
2010.

Marcadores independientes de mejoria de funcion renal en pacientes con FGe inicial altera-
do: Tratamiento previo o actual con Tenofovir y ausencia de HTA. Mientras, los marcadores
independientes de deterioro de funcion renal en pacientes con FGe inicial conservado fue-
ron: Mayor edad, Fibrindgeno elevado, presencia de Hipertrigliceridemia 'y D.M. y descenso
de Albumina, CD4 (%), y presencia de CV > 4000 copias/microlL

No se encontraron asociaciones significativas entre ER y prevalencia de co-infecciones viri-
cas, tiempo de infeccion por VIH y género de los pacientes.

En resumen, segun nuestros resultados, el deterioro de la funcion renal en la poblacion VIH
+ de nuestro medio esta relacionado con la edad, estado inflamatorio, pobre control inmuno-
l6gico, tratamiento antirretroviral (TDF) y marcadores de riesgo cardiovascular asociados al
sindrome metabdlico (HTA, DM). Todos ellos son factores objetivables, se pueden monitorizar
y en su mayoria potencialmente tratables, lo cual es clave en esta poblacion para la detec-
cion y tratamiento precoz de deterioro de funcion renal, lo que puede conllevar un descenso
de la morbimortalidad cardiovascular en estos pacientes.

6.2. Estudio de la prevalencia de alteraciones urinarias como marcadores de enferme-
dad renal en pacientes con infeccion por VIH de nuestro medio: (referencias corres-
pondientes a las incluidas en el texto del articulo original. Ver apartado 8.1)

Las principales conclusiones de nuestro estudio transversal fueron un bajo porcentaje de
pacientes con enfermedad renal (FGe <60 ml / min / 1,73 m2) pero, sobre todo, la alta pre-
valencia de signos de dafio renal, en pacientes con un FGe> 60 ml/ min /1,73 m2 e incluso
con TFGe normal (> 90 ml / min /1,73 m2).

Este hallazgo tiene importantes implicaciones clinicas para el manejo y control de la po-
blacion VIH y define a estos pacientes como una poblaciéon en riesgo. Ademas, también
se detectd que la hipertension arterial es un factor de riesgo infradiagnosticado en nuestra
cohorte.
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De acuerdo con resultados de otras poblaciones infectadas por el VIH en la misma zona
geogréfica, la enfermedad renal avanzada era poco frecuente en nuestro estudio (0,2%).
Los resultados de otras cohortes europeas muestran una prevalencia de la enfermedad renal
(EGFR <60 ml/min /1,73 m2) del 2-5% . (21-23). La relativamente baja edad media (48 afos)
de nuestros pacientes probablemente explica este hallazgo. Sin embargo, la alta prevalencia
de pacientes con signos de dafio renal, la mayoria de los cuales tenian un FGe> 60 ml / min
/1,73 m2 es similar a otros resultados reportados recientemente (21) y, por otro lado, es méas
bajo que otros en cuanto a la proporcién de proteinuria detectada(23).

Estos otros signos de dafo renal inicial ( no solamente cociente urinario ALb/Cr ¢ Prot/Cr)
podrian aparecer antes de proteinuria en el caso de alteracion renal, y esto es una posible
explicacion de las diferencias observadas en los resultados en relacion a los distintos para-
metros evaluados. Dichos hallazgos deben ser tomados en consideracion a fin de detectar a
tiempo y gestionar esta alteraciones, incluso cuando el filtrado glomerular sea normal.

La existencia de valores anormales en micro ¢ macroalbuminuria (medidos como cociente
urinario ALb/Cr ¢ Prot/Cr ) esté fuertemente asociado con eventos cardiovasculares y muerte
en la poblacion general, con independencia del grado de albuminuria o proteinuria(5). Un re-
ciente meta-analisis de mas de 170.000 pacientes de 26 estudios de cohortes concluyé que
los pacientes con valores anormales de cociente urinario ALb/Cr 6 Prot/Cr (incluso aquellos
con <30 mg/ g) presentaban un riesgo un 50% mayor de enfermedad coronaria que aquellos
pacientes con valores conservados (3).

En la poblacién infectada por el VIH, diversos articulos publicados recientemente reportaron
una correlacion entre la microalbuminuria / proteinuria y riesgo dos veces mayor de mortali-
dad, tanto relacionada con SIDA como no relacionada (18,24). Por consiguiente, los pacien-
tes infectados por el VIH deben ser considerados una poblacion de riesgo y el dafo renal
debe ser evaluado, incluso en pacientes sin otros factores de riesgo (por ejemplo, edad> 60
afios, hipertension arterial ¢ diabetes mellitus) (25).

También es relevante el considerable nimero de nuevos diagnoésticos de hipertension arte-
rial en nuestros pacientes. Dado que la hipertension es un factor de riesgo bien establecido
para el dafio renal, la presion arterial debe ser evaluada de forma rutinaria en la poblacion
infectada por el VIH.

Las anormalidades metabdlicas como la diabetes mellitus, dislipemia y la hipertension ar-
terial son cada vez mas frecuentes, y el seguimiento clinico de estos factores de riesgo es
cada vez mas relevante.

Muchos de los factores asociados con la alteracion del FG con proteinuria fueron comunes
a los observados en la poblacién general (por ejemplo, indice de masa corporal extrema o
edad avanzada), en linea con los resultados de otros estudios previos(26,27).

Esperamos un aumento de las alteraciones renales en el futuro préximo entre los pacientes
con infeccion por VIH debido a su mejora de la esperanza de vida. De hecho, el envejeci-
miento se relaciona no sélo con una mayor incidencia de la enfermedad renal, sino también
con una mayor incidencia de otras comorbilidades (16).

Sin embargo, en contraste con los resultados reportados en otros trabajos,(13-15) el incre-
mento de la carga viral no se asocié con un aumento en el riesgo de

enfermedad renal o proteinuria en nuestro estudio, probablemente debido a la supresion
viral y el estado inmunolégico conservado (un factor protector) registrados en la mayoria de
nuestros pacientes, lo que redujo el impacto de los factores relacionados con el VIH en las
alteraciones renales. Una situacion similar se pudo observar en el primer periodo del trabajo
de estudio objeto de esta tesis, en el cual se encontraron evidencias de que la carga viral
s6lo en aquellos pacientes con valores muy elevados (CV > 4000 copias/microl) parecia ser
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un factor de riesgo de enfermedad renal, aunque en el analisis multivariante no resulté ser
un marcador independiente de enfermedad renal en una amplia cohorte de pacientes con
infeccion por VIH. Por otro lado, unos niveles correctos de CD4 mostraron asociacion con
funcion renal conservada en ambas apartados del trabajo de tesis doctoral.

EL farmaco Tenofovir se ha asociado con la lesion tubular (28),siendo la tubulopatia proximal
la lesién mas comunmente objetivada (29). Por el contrario, la enfermedad renal avanzada
debida a tenofovir parece ser infrequente (30,31).

Nuestros datos mostraron que el uso de tenofovir combinado con un inhibidor de la proteasa
aumenta el riesgo de enfermedad renal (FGe anormal y alteraciones de uProt/Cr 6 uALb/Cr),
como anteriormente se ha descrito en grandes cohortes (15,22,32 ). Las concentraciones
plasmaticas elevadas de TDF se asocian con alteraciones en los marcadores renales (tanto
glomerulares como tubulares), (33,34), estando la exposicidon mas elevada en plasma aso-
ciada con el uso concomitante de inhibidores de la proteasa (IP) (35).

Sin embargo, tanto administrado o no en combinacién con IPs, TDF no fue asociado con pro-
teinuria> 300 mg / g en nuestra cohorte. De hecho, la forma mas habitual de nefrotoxicidad
relacionada con TDF es un bajo nivel de proteinuria (27)

que suele ser reversible tras la interrupcion del tratamiento (36).

Nuestro estudio tiene varias limitaciones. En primer lugar, su disefio transversal podria lle-
varnos a sobreestimar la prevalencia de insuficiencia renal, puesto que los valores fueron
obtenidos a través de una sola determinacion de la sangre y orina. En segundo lugar, el di-
sefio de la seccidn transversal es incapaz de evaluar la evolucion de las alteraciones renales
detectada. Por ultimo, dado que se incluyeron principalmente a hombres blancos, nuestros
resultados no pueden extrapolarse a otras poblaciones con distinta distribucion racial.

Sin embargo, nuestro estudio proporciona una representacion razonable de la prevalencia
de enfermedad renal en la poblacion infectada por el VIH en nuestro medio.

En conclusion, la enfermedad renal grave (FGe <60 ml / min / 1,73m2) fue poco frecuente
en nuestra cohorte; Por el contrario, los signos de dafio renal (en su mayoria alteraciones de
uProt/Cr ¢ uALb/Cr),) eran muy frecuente, a pesar de una TFGe normal. Estos datos ponen
de relieve la susceptibilidad de esta poblacion, y la necesidad de la deteccion temprana
de la lesion renal, incluso en pacientes con funcién renal normal. Ademas de los factores
relacionados con el VIH, los factores comunes a la poblacién en general (por ejemplo, la
edad, la hipertension arterial, la diabetes y el IMC extremo) emergen como potencialmente
importantes factores de riesgo de dafio renal.

Los resultados de este apartado del trabajo de tesis doctoral vienen por tanto a completar
los iniciados en el andlisis poblacional de la cohorte de 1596 pacientes, en el cual sélo se
contaba con datos sobre FGe, sin informacion sobre alteraciones urinarias que probable-
mente marquen una lesion inicial y precursora, subclinica, de enfermedad renal, y ambos
trabajos combinados muestran de forma actual y realista la situacion de la enfermedad renal
de los pacietnes con infeccion por VIH de nuestro medio.

6.3. Estudio del efecto del tratamiento antirretroviral sobre la funcién renal en pacientes
con infeccion por VIH de nuestro medio: (referencias correspondientes a las incluidas
en el texto del articulo original. Ver anexo 1)

Esta fase del trabajo de tesis doctoral tuvo como obijetivo determinar el impacto renal de los
diferentes inhibidores de la proteasa, a través de la determinacion del tiempo de tratamiento
necesario para detectar el dafio renal. Son abundantes los datos recientes disponibles sobre
la relacion entre los inhibidores de proteasa y alteraciones en la funcién renal [9, 10], pero
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es escasa la informacion sobre el impacto de estos agentes en la lesién renal definida como
proteinuria, hematuria, glucosuria y / o hipofosfatemia. [11]

El primer hallazgo notable de este estudio es el tiempo mas largo hasta la deteccion de lesion
renal con lopinavir (478 y 1339 dias sin y con tenofovir, respectivamente). Por otra parte, los
inhibidores de la proteasa restantes mostraron un tiempo mas corto (229 y 332 dias para
atazanavir, sin y con tenofovir, respectivamente, y 283 y 286 dias para darunavir, respectiva-
mente), aunque el area bajo la curva (AUC) mostré menos precision en caso de darunavir.
Estos resultados podrian reflejar una menor toxicidad renal con lopinavir con respecto a los
otros inhibidores de la proteasa como muestran los resultados de la regresion logistica.

Otro de los datos interesantes es la considerable proporcion considerable de los pacientes
que desarrollaron lesiones renales (hasta 30%), de forma similar entre los tres agentes, e
incluso cuando no se utiliza de forma concomitante con tenofouvir.

A pesar de que lopinavir tomd un tiempo mas largo hasta la deteccién de lesion renal, la
exposicion mas larga a este farmaco podria explicar el porcentaje similar de pacientes con
lesion renal en comparacion con los otros.

Nuestros resultados coinciden con estudios anteriores con respecto al peor perfil renal con
atazanavir / ritonavir, seguido de lopinavir / ritonavir. [9, 10, 12]. Se dispone de escasos da-
tos previos respecto al uso de darunavir / ritonavir. [13] Sin embargo, todos estos estudios
anteriores evaluaron los cambios en la tasa de filtracion glomerular estimada (e TFG), la
incidencia de la enfermedad renal crénica, o ambos, pero no a la presencia de proteinuria u
otros signos de lesion renal.

Especificamente, atazanavir tiene el potencial de producir su precipitacion cristalina, [14]
conduciendo a cristaluria, nefritis tubulointersticial, enfermedad renal aguda o cronica.

En el caso de lopinavir / 1, el mecanismo que conduce a una disminucién en la filtracion glo-
merular aun no estéa claro, puesto que hay resultados controvertidos en funcién de la ecua-
cion utilizada para determinar la eGFR; que podria estar relacionado con el papel de ritonavir
en la inhibicion de la proteina de transporte de tenofovir. [9] Ademas, se han descrito casos
recientes de nefritis intersticial aguda relacionada con lopinavir. [15]

Por ultimo, darunavir sélo se ha asociado con la nefrolitiasis asintomatica, [16] pero es el
farmaco con un menor tiempo de seguimiento.

Estudios anteriores confirman el aumento de la toxicidad renal relacionada con el tenofovir,
cuando se utilizan concomitantemente inhibidores de la proteasa potenciados. [4, 17] Este
efecto se relaciona con la inhibicion de la proteina —resistente a multiples farmacos-4 (MDRP-
4) por el ritonavir y el consiguiente aumento de las concentraciones de tenofovir intracelu-
lares y mayor inhibicion de la ADN-Y polimerasa y deplecion del ADN mitocondrial. [18, 19]

Sin embargo, en nuestro estudio el tiempo hasta el dafio renal fue més largo en los pacientes
que recibieron lopinavir y atazanavir concomitantemente con tenofovir. Estos datos deben
considerarse con cautela debido al tamafio pequefio de la muestra de ambos grupos (sélo
27 y 28 pacientes con atazanavir o lopinavir que también recibieron tenofovir, respectiva-
mente).

Nuestro estudio tiene varias limitaciones, principalmente relacionados con su disefio trans-
versal. Eso nos podria llevar a sobreestimar la prevalencia de anomalias renales, ya que
se determind un solo parametro de sangre y orina; Ademas, no se dispone de seguimiento
analitico de la cohorte y no hay datos sobre la historia antirretroviral previo, y las toxicidades
anteriores. Por ultimo, la evaluacion realizada por curvas ROC podria ser incapaz de determi-
nar las correlaciones en todos los casos, como se mostré en el caso de darunavir, probable-
mente debido al nimero de pacientes incluidos no son suficientes o no es tiempo suficiente
bajo estos tratamientos parar ser evaluado.
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En conclusion, nuestro estudio identificd una proporcion considerable de pacientes con sig-
nos de lesion renal, mientras que estaban recibiendo regimenes basados en inhibidores de
la proteasa, siendo lopinavir / ritonavir el inhibidor de la proteasa que presenta un tiempo mas
largo hasta la aparicion de la lesién renal. Aunque se necesitan mas estudios longitudinales
para confirmar las consecuencias a largo plazo de estos hallazgos, estos resultados tienen
una implicacion clinica clave: la naturaleza silente de estas alteraciones iniciales nos debe
conducir a supervisar adecuadamente estos parametros, incluyendo muestras de orina,
incluso en el caso de no uso concomitante de tenofovir.

Este estudio esta relacionado con una fase del trabajo de tesis doctoral en la que se decidio
profundizar en el efecto de los distintos ARV, en concreto los IPs, en la aparicion de lesion
renal a lo largo del tiempo de tratamiento, en sus distintas formas, dados los datos de las
etapas previas que mostraban influencia del tratamiento antirretroviral en la funcién renal. El
numero de pacientes de los que se pudieron obtener datos adecuados es limitado, con lo
que la potencia del estudio es moderada, pero sugiere vias de futuro trabajo y asociaciones
muy interesantes y aplicables a la préactica clinica habitual.

6.4. Estudio metodoldgico de la obtencion de muestras y su procesamiento para rea-
lizacion de peptidoma en plasma de pacientes con infeccién por VIH: (referencias
correspondientes a las incluidas en el texto del articulo original. Ver apartado 8.2)

Durante la realizacion del disefio, elaboracion y toma de muestras para el estudio de anélisis
de peptidoma en pacientes con infeccion por VIH, como parte final del proceso de estudio
de la tesis doctoral, se decidio ejecutar un andlisis metodolégico intermedio.

EL objetivo de este andlisis era por una parte el optimizar la metodologia del estudio y sus
técnicas y por otro lado, responder a un debate que se habia planteado sobre la idoneidad
de los tubos utilizados para la recogida de muestras de plasma para analisis de peptidoma.

En los estudios proteémicos centrados en el proteoma de bajo peso molecular de los fluidos
bioldgicos, se deben considerar las variables preanaliticas porque pueden modificar signifi-
cativamente los resultados del analisis y llevar a conclusiones imprecisas. Los investigadores
deben ser conscientes de la inestabilidad del plasma debido a la actividad proteolitica que
se establece en el momento de la flebotomia, justo cuando la sangre entra en contacto con
la aguja o las paredes del tubo colector. Con la intencién de prevenir esta actividad proteoli-
tica, se han disefiado tubos que contienen PI, aunque sus beneficios no se han reconocido
claramente cuando las muestras no se procesan rapidamente (14, 16, 17).

Asi, se compararon muestras de los 10 primeros pacientes incluidos en el estudio, en tubos
habituales vs. Tubos con inhibidores de proteasas (P100), que podrian ayudar a mejorar la
rentabilidad de la técnica estos Ultimos, como hipotesis de trabajo inicial.

Se analizaron los resultados de ambos tipos de tubos y se compararon entre si, en distintos
tiempos post-recogida de la muestra.

En tiempo “cero” ( recién obtenida la muestra) y cuando la sangre se recogié en tubos de
P100, se observo areas de los picos menores en péptidos identificados como bradiquinina 'y
C3-y péptidos derivados de C4, que se generan de la actividad peptidasa enddgena; estos
péptidos se produjeron inmediatamente después de la extraccion de sangre y Pl impidieron
Su generacion. Por otra parte, en el momento “cero” algunos picos mostraron zona mas alta
cuando se utiliza P, tal vez debido a una disminucion de la actividad proteasa.

A medida que pasaban mas horas, mayores diferencias se observaron en el perfil del pép-
tido de las muestras recogidas en tubos con EDTA. Por otra parte, el efecto de Pl disminuyd
con el tiempo; al comparar el perfil de las muestras de péptido en recopilaran los P100 con
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muestras recogidas en tubos con EDTA en el tiempo “cero”, detectamos diferencias en el
area de 13 picos.

Estas diferencias tienden a desaparecer con el tiempo, y después de 8 horas soélo el area
de cuatro picos era diferente. Debido a que cada par de muestras de comparacion en este
estudio se obtuvieron de la misma materia y se procesa de forma idéntica, las diferencias
observadas en sus perfiles de péptidos se pueden atribuir a la presencia o ausencia de Pl
en el tubo de recogida y el tiempo necesario para analizar las muestras.

El personal clinico responsable para la extraccion de sangre no es usualmente el mismo que
realiza el analisis en el laboratorio. Por lo tanto, el procesamiento de muestras en el tiempo
“cero” es casi imposible y puede transcurrir un tiempo considerable hasta que se analizaron
muestras. Durante este tiempo, la actividad proteolitica se lleva a cabo, el cambio de forma
critica del contenido de proteinas del plasma.

Los investigadores que contemplan la busqueda de biomarcadores en muestras de plasma
deben considerar si los efectos beneficiosos de las medidas compensatorias Pl el costo de
los tubos de recogida especializados, y el requerimiento de personal dedicado para minimi-
zar el tiempo de toma de muestras para su procesamiento. En conclusion, la extraccion de
sangre es un paso crucial para el éxito del descubrimiento de biomarcadores de péptidos en
muestras de plasma y mas estudios sobre su estandarizacion son requeridos.

Desde un punto de vista practico, y dado que las diferencias obtenidas se dilufan con el paso
del tiempo excepto si se realizaba un analisis inmediato de la muestra, extremo no siempre
posible, decidimos continuar el estudio utilizando los contenedores habituales.

Se redactaron y se publicaron los clarificadores resultados metodolégicos obtenidos, como
consta en el redactado de esta tesis doctoral en el apartado especifico.

6.5. Estudio de la relacién entre enfermedad renal, hallazgos histoldgicos y patron de
peptidoma en plasma y orina de pacientes con infeccion por VIH:

DISCUSION:

Al tratarse de un analisis de un elevado numero de péptidos urinarios obtenidos tras el ana-
lisis de las muestras de la cohorte, es fundamental intentar establecer el mayor nimero de
identificaciones posibles de estos péptidos, asi como su capacidad para discriminar 6 ca-
racterizar individuos entre si dentro de la cohorte global, asi como su potencial relevancia
clinica.

Tras la identificacion de los péptidos, en los que se obtuvo 4 péptidos de A1AT(alfa-1 anti-
tripsina), 2 de ALB (Albumina) y 1 de UMOD (Uromodulina), se realizé por tanto un analisis
estadistico por el sistema de clusters.

Dicho andlisis mostré que los péptidos identificados tenian potencial para ser realmente
elementos que diferencian a los individuos de la muestra entre si, tanto a nivel de la muestra
global, como circunscrito a los individuos sanos del grupo control ( UMOD en cluster aislado)
6 al grupo de pacientes con infeccion por VIH ( cluster formado por 2 péptidos de A1AT y 1
péptido de UMOD).

Estos resultados les confieren a priori un papel relevante a estos péptidos identificados res-
pecto al global de 29 péptidos detectados, al menos desde el punto de vista estadistico.

Por tanto, centrandonos en los resultados del analisis del peptidoma urinario obtenido, desta-
ca la obtencion del péptido de UMOD (m/z 1913) como aparente marcador de “salud renal”
en nuestra poblacion de estudio.

Estudio de la prevalencia de enfermedad renal, marcadores urinarios asociados
y su relacion fbn alteraciones histolégicas en pacientes con infeccién por VIH-1
. . o

LA uromodulina (también llamada proteina de Tamm-Horsfall) es la proteina mas abundante
en orina en condiciones fisiolégicas. Es una proteina especifica derivada del riidn que se
expresa fundamentalmente por las células epiteliales del asa de Henle. Su funcion biolégica
no es del todo conocida. Se ha sugerido su papel en el balance hidro-electrolitico asi como
probablemente en la inmunidad innata renal.

En modelos murinos, su infraexpresion se relaciond con infecciones urinarias de repeticion,
desarrollo de litiasis renales y alteraciones tubulo-intersticiales.

En humanos, se ha relacionado con trastornos quisticos renales, hiperuricemia, y desarrollo
de ERC progresiva e HTA [112, 113].

Otros trabajos han relacionado la baja intensidad de péptidos de UMOD en orina con mayor
severidad de lesion renal, en diversas patologias glomerulares [114, 106, 107].

En nuestro estudio, los pacientes control sanos mostraron niveles mas elevados de UMOD
de forma estadisticamente significativa al compararlos con el global de la poblacién con
infeccion por VIH, independiente de su funcion renal.

Al tratarse de una proteina de expresion epitelial tubular, este descenso podria estar relacio-
nado con la terapia ARV, como potencial toxico tubular renal, asi como la posible presencia
de reservorio renal de virus VIH, como posibles mecanismos especificos en esta poblacion,
ademas de los ya conocidos y descritos en otros escenarios.

Por otro lado, destaca que aquellos pacientes que requirieron biopsia renal en nuestra pobla-
cion, y que presentaban proteinuria media mayor al resto de la cohorte de forma significativa,
también presentaron niveles descendidos de UMOD (rozando la significacion estadistica,
probablemente por n poblacional insuficiente). En este caso, muy probablemente se trata de
una situacion mas similar a la de los estudios previos realizados en presencia de patologia
glomerular, pues ese fue el diagnéstico mayoritario en estos pacientes.

Un mecanismo similar pareceria estar implicado en la obtencion de niveles mas bajos de
UMOD en aquellos pacientes con diagnéstico por biopsia de GEFS comparados con el resto
de la muestra.

Por el contrario, la A1AT se ha observado en nuestro trabajo como marcador de enfermedad
renal, observandose aumento de su intensidad en el peptidoma urinario de los pacientes con
infeccion por VIH vs. Grupo control sanos, asi como en aquellos pacientes que requirieron
biopsia renal, y aquellos pacientes que presentaban diagndstico histolégico de GEFS.

La alfa-1 antitripsina parece presentar capacidad de inhibicién de proteasas en plasma y
orina. Se ha propuesto que tiene papel protector de la matriz extracelular a través de capa-
cidad anti inflamatoria y anti apoptética, siendo este el posible motivo de su sobreexpresion
en respuesta al dafio tubulointersticial [115].

DE forma practicamente antagonista a la expresion de UMOD en orina, se han relacionado
niveles elevados de péptidos de ATAT en orina con desarrollo de proteinuria nefrética, nefro-
patia IgA, nefropatia diabética a través de un posible rol en expansion de la matriz mesangial,
y de forma general en relacion a la severidad de la afectacion renal. Hay incluso trabajos que
la relacionan con carcinomas urolégicos [106, 107, 115-117].

Es especialmente remarcable el perfil de peptidoma urinario de los pacientes con infeccion
por VIH en global al compararlos con el grupo control sanos. Casi el 60% de este grupo
presentaba FGe > 60 ml/min, si bien es cierto que presentan una proteinuria media de 1,7
g/dia , que probablemente sea de origen al menos parcialmente de origen tubular, pues la
albuminuria media era de 600 mg/d por cociente.
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El hecho de que los pacientes con infeccién por VIH ( 33 pacientes, 60% de ellos con funcién
renal aparentemente normal), independientemente de su funcién renal, presenten de forma
significativa mayores niveles de A1AT y menores niveles de UMOD urinarios vs. Grupo con-
trol, sugiere la existencia de un perfil peptidémico propio de este tipo de pacientes, distinto
a poblacion general, y que podria ser marcador de alteracion renal subclinica (en los casos
que asi sea) o bien prondstico de desarrollo o aparicion futura de enfermedad renal. Proba-
blemente el motivo de esta alteracion del perfil sea multifactorial, como lo es el desarrollo de
enfermedad renal en este tipo de pacientes.

Los hallazgos respecto a los péptidos correspondientes a albumina no requieren mayor justi-
ficacion, ya que se trata de una de las proteinas mas abundantes en plasma y habitual mar-
cador de proteinuria glomerular inespecifica. En nuestro estudio hemos visto incrementada
su intensidad en aquellos grupos que presentan mas proteinuria global.

En cuanto al estudio histolégico, destaca la heterogeneidad de los diagndsticos , con 6
diagnosticos diferentes en 15 pacientes, aunque con la esperada ausencia actual en nuestro
ambito de nefropatia HIVAN, y la predominancia clara de las glomerulopatias por depdsito
de Inmunocomplejos y en algunos casos comunes a nefropatias habituales en poblacion
general sana. El hecho de la diversidad de diagndsticos dificulta el andlisis de los distintos
perfiles peptiddbmicos en relacion a cada uno de los diagndsticos histolégicos.

Solo la nefropatia mas frecuente, que con el 33% de los casos es la GEFS, pudo presentar la
potencia para conseguir la significacion estadistica, en un patrén urinario que nuevamente
refleja la evidente afectacion renal y elevada proteinuria de este tipo de pacientes, con perfil
que presenta elevacion de A1AT y descenso de UMOD.

Cabe destacar asimismo la elevada proteinuria media del grupo que requirié biopsia renal,
cercana a 3 gramos diarios.

CONCLUSION:

Los pacientes con infeccion por VIH presentan al compararlos con controles sanos, indepen-
dientemente de su funcién renal, un perfil peptidémico urinario caracteristico, con expresion
de marcadores de alteracion renal en forma de elevacion de Alfa 1- antitripsina (A1AT) y
descenso de Uromodulina (UMOD).

Los grupos de pacientes con mayor deterioro de funcion renal y proteinuria dentro de la po-
blacion de estudio, presentan un perfil peptiddémico similar entre si y diferenciado del resto
de la cohorte seleccionada.

La glomeruloesclerosis focal y segmentaria en pacientes con infeccién por VIH presenta un
perfil peptidémico caracteristico, con mayor presencia de marcadores de enfermedad renal
comparado con el resto de los pacientes con infeccion por VIH seleccionados.

Estos resultados se presentan prometedores para la determinacion potencial o futura de
un diagnostico peptiddbmico urinario no invasivo que pueda determinar la afectacion renal
subclinica, diagnosticar el tipo histolégico sin necesidad de biopsia con puncion y aportar
un valor pronostico.

Futuros estudios con mayor nimero de pacientes incluidos y obtencién e identificacion del
mayor numero de péptidos en orina se requieren para poder seguir avanzando en esta pro-
metedora area de estudio.

Se redacté un texto con el trabajo realizado, en proceso de elaboracion definitivo para su
envio a publicacion al momento de depdsito de la actual tesis doctoral.
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7. Conclusiones finales

. Entre la poblacion de pacientes VIH + de nuestro medio, se observd una prevalencia

de enfermedad renal ( FGe < 60 ml/min/1,73 m2) del 4,9% en 2011, siendo levemente
mas elevada que en la poblacion general de edad similar segun el estudio EPIRCE 2010
(3,3%). La gran mayoria de estos pacientes se encontraban en el Estadio Ill de ER segun
clasificacion K-DOQI 2002.

. Los factores marcadores de enfermedad renal y deterioro evolutivo de funcién renal fueron

una mayor edad, la presencia de hipertension y la Diabetes como factores tradicionales
de riesgo cardiovascular, y el elevado estado inflamatorio, peor control inmunolégico, y el
tratamiento antirretroviral con Tenofovir como factores ligados a la infeccion por VIH.

. La poblacién de pacientes con infeccion por VIH de nuestro medio muestra una elevada

prevalencia de dafio renal manifestada como un aumento de excrecioén urinaria de albumi-
na (EUA) , independientemente de la funcion renal presentada.

. Los factores de riesgo de aumento de excrecion urinaria de albumina fueron la edad

elevada, la hipertension arterial y el tratamiento antirretroviral (Tenofovir asociado a Inhibi-
dores de proteasa)

. Entre aquellos pacientes bajo tratamiento con inhibidores de la proteasa, la prevalencia

de afectacion renal expresada como elevacion de la excrecion urinaria de albumina, he-
maturia, glucosuria y / o hipofosfatemia fue elevada, independientemente del tratamiento
concomitante con Tenofovir. Los inhibidores de proteasa que mostraron menor afectacion
renal fueron Lopinavir / Ritonauvir.

. Se objetivo alta heterogeneidad en los hallazgos histolégicos de las biopsias renales de los

pacientes con infeccion por VIH. El diagndéstico mas frecuente observado fue la glomeru-
loesclerosis focal y Segmentaria

. El uso de contenedores con inhibidores de proteasa (P100) para analisis de peptidoma

en plasma comparados con los contenedores estandar sélo mostré ventajas significativas
al realizar el procesamiento inmediatamente posterior a la obtencion de las muestras. Los
resultados se igualaban a las pocas horas, por lo que en el escenario real de la practica
diaria no se observa beneficio en su uso sistematico.

. Se encontraron diferencias significativas entre el peptidoma plasméatico y urinario de los

pacientes con infeccion por VIH y la poblacion general, identificandose en orina una mayor
deteccion de Alfal- Antitripsina y menor deteccién de uromodulina en los pacientes VIH +.

. Se relacion6 una mayor deteccién de uromodulina en peptidoma urinario con ausencia de

infeccion por VIH y funcion renal conservada, representando marcador favorable de salud
renal en la poblacién estudiada.

10. Se relaciond una mayor deteccion de ATAT en peptidoma urinario con la presencia de

11.

infeccion por VIH y mayor afectacion renal entre los pacientes VIH +, representando asi
un marcador prondstico negativo de enfermedad renal en estos pacientes.

Los pacientes con infeccion por VIH que presentaban signos de mayor afectacion renal y
se les realiz6 biopsia renal mostraron diferencias significativas en su peptidoma urinario,
presentando mayor A1AT y menor UMOD que el resto de pacientes con infeccion por VIH
estudiados. El diagnéstico histolégico de Glomeruloesclerosis focal y segmentaria se re-
lacioné con perfil peptidémico urinario diferenciado del resto de la poblacion de estudio,
caracterizado por mayores niveles de A1AT y menores niveles de UMOD en orina.
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9.1. Anexo 1: Articulo original publicado y relacionado con el desarrollo de la tesis
doctoral: Impact of protease inhibitors on the evolution of urinary markers:
Subanalyses from an observational cross-sectional study.

Bonjoch A, Puig J, Pérez-Alvarez N, Juega J, Echeverria P, Clotet B, Romero R, Bonet J,
Negredo E.

Medicine (Baltimore). 2016 Aug;95(32):e4507.

doi: 10.1097/MD.0000000000004507.
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9.2. Anexo 2: Encuesta sobre factores de riesgo de patologia renal y estado nutricional 2. Antecedentes Personales
en pacientes con infeccion por VIH . .
Diabetes Mellitus: NO

9. Anexos

. (Azucar): Sl = Anos de Diagnéstico:
EVALUACION DE FACTORES DE RIESGO

Recibe Tratamiento: NO

SI
1. Datos Personales
¢ Cual?
ID Paciente: Fecha: / /
Desconoce
Iniciales: Hipertension Arterial: NO
Fecha de Nacimiento: / / (Tension Alta): SI = Anos de Diagndstico:
Sexo: hombre  mujer Recibe Tratamiento: NO
SI
Raza: iati I :
aza: asiatico blanco negro otros +Cual?
Peso(kg):____ Talla(m):____ Desconoce
IMC= peso/talla®= Aumento de Colesterol: ~ NO Aumento de Triglicéridos: NO
Sl Sl

Peso habitual aproximado en el ultimo afo (kg):

¢ Si ha perdido peso, cuanto tiempo hace?

) ) Usa actualmente tratamientos para el colesterol y los triglicéridos: NO
%PP= [(peso habitual — peso actual)/peso habitual] x100=
SI

¢El' IMC es inferior a 18,5 ? Si  No
Si ha contestado que si, indique su tratamiento habitual:

¢La pérdida de peso es GRAVE? Si No

Pravastatina Ezetrol
GRAVE = >5% en un mes 0 >7,5% en 3 meses 0 >10% en 6 meses) Atorvastatina Prevencor
Liplat Lopid
Secalip Otros:
Antecedentes de evento Vascular: NO

(Infartos, Angina de pecho, embolias) SI ;Cual? Infarto
AVC (embolia)
Angina de pecho

Otros:
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Enfermedad renal: NO
SI - Afos de Diagnostico:

Recibe Tratamiento: NO
Sl

¢ Cual?

Enfermedad hepatica: NO
Sl = Anos de Diagnostico:

Recibe Tratamiento: NO
Sl

¢ Cual?

Descompensaciones de la enfermedad hepatica? NO
SI

Enfermedades del musculo (miopatias): NO

S| = Anos de Diagndstico:

Recibe Tratamiento: NO
Sl

¢ Cual?

¢ Tiene otras enfermedades importantes? NO

Sl ¢Cual?

¢ Toma otros tratamientos habitualmente? NO

Sl ¢Cual?

Estudio de la prevalencia de enfermedad-renal, marcadores urinarios asociados
y su relacion con alteraciones histolégicas en pacientes con infeccion por VIH-1
-

(SOLO MUJERES)
Toma anticonceptivos orales actualmente: NO

SI = Afos de Uso:

¢,Cual?

Menopausia: NO

S| = Anos del Diagnostico:

Tratamiento Hormonal Sustitutivo: NO

Sl - ;Cual?

3. Antecedentes Familiares

¢Alguno de sus familiares directos (padres, abuelos, hermanos) presenta alguna de las

enfermedades siguientes?
Diabetes: NO
Sl
Desconoce
Hipertension: NO
SI

Desconoce

Infarto o Enfermedades Cardiovasculares: NO

Sl = ¢A que edad?

Desconoce

Enfermedad renal: NO

Sl

Desconoce
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¢ Realiza ejercicio?: NO

3 Enfermedad vascular: NO
x
GE-) z
< Sl Sl ;Cual?
(<)}
Desconoce Horas a la semana:

Enfermedad hepatica: NO

Sl 5. Examen Fisico

Desconoce (SOLO PARA SER RELLENADO POR EL PERSONAL)

4. Habitos PsicoBiologicos Perimetro de cintura (cm):

¢ Consume Alcohol?: NO Perimetro de cadera (cm):
S| - Diario: Tensién Arterial (mmHQ):
¢ Qué bebe?

Cerveza Vino Carajillo

Cubata Otros:

¢, Cuanto bebe al dia?
Fines de Semana
Ocasionalmente
¢ Consume Drogas?: NO
S| - Diario:
Fines de Semana
Ocasionalmente
¢ Qué consume?
Cocaina Extasis Cannabis

Heroina Otros:

(Fuma?: NO
S| Cantidad: cigarrillos /dia
Afos de consumo:

Exfumador — Anos de consumo:

Anos desde que dejo de fumar:
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