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La present Tesi Doctoral comprén vuit estudis cientifics que investiguen la genética i el
funcionalisme mitocondrial en les CMSP de diferents grups de pacients infectats pel VIH.
L’objecte d’aquests estudis radica basicament en determinar els efectes toxics que els farmacs
antiretrovirals (ARVs) i la propia infeccié pel VIH poden exercir in vivo sobre els mitocondris
d’aquest tipus cel-lular en particular. En la realitzacié de tots els estudis han participat més de
250 individus. De cada un d’ells hem recopilat dades demografiques, epidemioldgiques i
cliniques, i en global hem determinat un total de 14 parametres mitocondrials diferents,
mitjangant I'aplicacié de técniques moleculars, bioquimiques i immunohistoquimiques, la qual
cosa permet avaluar la biologia mitocondrial en el seu conjunt. A la part introductoria d’aquesta
Tesi hem volgut plasmar la capacitat destructora del VIH, principalment envers les cél-lules del
sistema immunolodgic, i la capacitat supressora dels farmacs ARVs envers el VIH. Igualment,
hem volgut deixar palesa la importancia de la biologia mitocondrial per a la viabilitat de
qualsevol tipus cel-lular amb metabolisme oxidatiu, i el significat i la repercussié clinica que una
alteracié mitocondrial pot suposar a l'organisme huma. La interaccié d’aquests tres factors
(VIH, ARVs i mitocondris) pot comprometre la funcié mitocondrial i magnificar la susceptibilitat
d’aquests organuls generadors d’energia a patir quasevol tipus d’alteracié que, en ultim terme,
es pot manifestar clinicament. El nostre grup va ser pioner en aportar dades de disfuncié
mitocondrial in vivo en una pacient infectada pel VIH que rebia TARGA i que manifestava
simptomes clinics de LD. La pacient presentava delecions multiples de 'TADNmt al muscul
esquelétic i teixit adipds subcutani, juntament amb disminucié de ['activitat oxidativa
mitocondrial i de I'activitat enzimatica del C Il i C IV de la CTE, al muscul i a les CMSP. A més,
'estudi histologic de les fibres musculars va revelar la preséncia d’inclusions lipidiques a
I'interior dels midcits, indicatives d’alteracié mitocondrial (Miré O, AIDS 2000). Aquest treball va
recolzar la hipdtesi sobre la implicacié mitocondrial en el desenvolupament de la LD associada
al TARGA proposada per K. Brinkman i col-laboradors (Brinkman K, Lancet 1999). Poc
després, I'estudi es va ampliar a 7 pacients infectats pel VIH amb LD i demostra alteracions
mitocondrials al muscul esquelétic, equivalents a les trobades al primer estudi (Gomez-Zaera
M, AIDS 2001). Els resultats observats, van suggerir que els pacients amb LD associada al
TARGA presenten una alteracié mitocondrial extensa que pot jugar un paper central en la seva
fisiopatologia. Aquests estudis han marcat el cami a seguir en I'elaboracié de les hipotesis

plantejades en aquesta Tesi.

Els diversos treballs que conformen la Tesi es poden segmentar en dos blocs principals
segons el tipus de pacients infectats pel VIH en estudi, i I'Gltim bloc es pot subdividir en dos
segons sigui I'efecte que estiguem avaluant sobre els mitocondris de les CMSP dels pacients
infectats pel virus:
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A. Estudis en pacients infectats pel VIH simptomatics respecte a la sindrome de LD
associada al TARGA.

B. Estudis en pacients infectats pel VIH assimptomatics respecte a qualsevol efecte

secundari greu associat al TARGA.
B.1. Efecte de la propia infeccio pel VIH.
B.2. Efecte dels ARVs.

A. Estudis en pacients infectats pel VIH simptomatics respecte a la sindrome de LD
associada al TARGA.

En el moment d’iniciar els treballs d’aquesta Tesi, els estudis mitocondrials realitzats en
pacients infectats pel VIH afectes de LD eren escasos, un tant discrepants, i molt pobres en
quant a analisi de la morfologia i funcid6 mitocondrial. A més, la hipotesi de la toxicitat
mitocondrial dels analegs de nucleosid (ITIAN) com a principal responsable del
desenvolupament de la LD en aquests pacients encara no estava totalment consolidada (Moyle
G, AIDS 2001).

Davant els resultats previs obtinguts pel nostre grup en pro de la hipotesi de toxicitat
mitocondrial (Mir6 O, AIDS 2000) (Gémez-Zaera M, AIDS 2001) varem elaborar una carta
dirigida a I'editor de la revista Medicina Clinica, a través de la qual vam voler transmetre la idea
de que en l'etiopatogénia de la sindrome de LD com a efecte secundari associat al TARGA es

pot veure implicada de manera important una disfuncié mitocondrial.

Fins aquell moment, la disfuncié mitocondrial present al muscul esquelétic dels pacients
VIH positius amb LD associada al TARGA havia quedat demostrada. Certament, el teixit
muscular és considerat un teixit diana de les alteracions mitocondrials en les miopaties
classiques, i en el cas de la LD associada als ARVs el teixit diana vindria representat pel teixit
adip6s. Perod, l'estudi d’aquests teixits és molt laborids, ja que implica la realitzacié6 d'una
biopsia. En aquest context, vam pensar en la possibilitat de reproduir I'estudi mitocondrial en un
material biologic de més facil obtencié, com les CMSP. Les CMSP comporten menys dificultat a
I'hora de realitzar els estudis i representen una font de material bioldgic ideal per a la realitzacié
d’estudis longitudinals. Tot i que les CMSP no representen a priori un teixit diana preferencial
de les alteracions mitocondrials en aquests pacients, s’ha demostrat que moltes malalties
mitocondrials classiques sén detectables tant en mascul esquelétic com en CMSP (Rotig A, J
Clin Invest 1990) (Rotig A, J Clin Invest 1993) (Burgeois M, Brain Dev 1992) (Rotig A, Am J
Hum Genet 1992). A més, donat que la incorporacié dels farmacs ARVs a linterior de les

cél-lules no va dirigida a un tipus cel-lular en concret i donat que totes les cél-lules del nostre
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organisme (a excepcié del eritrocits) contenen mitocondris, qualsevol cél-lula del nostre
organisme és susceptible de patir els efectes toxics dels ARVs. Ara bé, la major o menor
sensibilitat dependra del tipus cel-lular i dels farmacs administrats. Aixi, I'objectiu del segon
treball va ser demostrar que les alteracions mitocondrials que s’havien detectat préviament al
muscul esquelétic dels pacients VIH positius amb LD associada al TARGA (alteracions
genetiques i deficiencies enzimatiques dels complexos proteics de la CTE del sistema
OXPHQOS) es detecten igualment en les CMSP. També, pretén determinar si una hipotética
deplecié de 'TADNmt en les CMSP d’aquests pacients repercuteix negativament en la funcié del
sistema OXPHOS. Els resultats obtinguts indiquen que els pacients infectats pel VIH amb LD
tenen disminuit el contingut ’ADNmt de les CMSP respecte als pacients VIH positius que mai
han rebut ARVs. Aquesta deplecié del genoma mitocondrial pot ser deguda, tal i com s’ha
demostrat en diferents estudis realitzats in vitro (Lim SE, Journal of Biological Chemistry 2001)
(Chen CH, J Biol Chem 1989) (Kakuda T, Clin Ther 2000) (Chen CH, Mol Pharmacol 1991), a la
capacitat que tenen els ITIAN d’inhibir TADNpol-y, I'inic enzim responsable de la replicacio del
genoma mitocondrial i, en menor mesura, de la seva reparacio6. El 46% de depleci6 d’ADNmt
(respecte els individus VIH positius que mai han rebut ARVs), suggereix que la disminucié del
contingut del genoma mitocondrial podria estar implicada directament en el desenvolupament
de la LD associada al TARGA. Aquest resultat concorda amb els dos estudis previs realitzats
pel nostre grup al muscul esquelétic de pacients amb LD en els que 'ADNmt també estava
alterat, amb la preséncia de delecions multiples (Miré6 O, AIDS 2000) (Gémez-Zaera M, AIDS
2001). Igualment, altres grups d’investigacié han demostrat disminucié del contingut d’ ADNmt
i/o delecions al teixit adipés (Shikuma CM, AIDS 2001) (Walker UA, JAIDS 2002), al muscul
esquelétic i al fetge (Vittecog D, JAIDS 2002) de pacients afectes de LD, i coincideixen en
relacionar aquestes alteracions genétiques amb I'aparicié de la sindrome de redistribucié de
greix corporal. Altres estudis no han determinat especificament el contingut d’ADNmt, pero si
apunten a un increment de I'apoptosi (procés de mort cellular programada on els mitocondris
tenen una funcié clau en el seu desencadenament) del teixit adipds subcutani en pacients
afectes de LD (Domingo P, AIDS 1999).

Respecte a la utilitat de les CMSP en la deteccié d’alteracions mitocondrials en pacients
infectats pel VIH, val a dir que en aquell temps s’havien realitzat pocs estudis mitocondrials en
aquest tipus cel-lular. La majoria dels estudis presentaven unicament dades moleculars sobre
I’ADNmt, perd l'analisi de la funcié mitocondrial no s’havia realitzat en la majoria dels casos,
amb la qual cosa no podien avaluar la repercussié funcional de les alteracions moleculars
detectades. Els resultats dels diferents grups eren un tant contradictoris, la qual cosa havia
generat certa controversia repecte el valor de les CMSP com a model d’estudi de les

alteracions mitocondrials en els pacients amb LD. Concretament, el grup de G. Mc Comsey

211

Tesi Doctoral de Sonia Lépez Moreno



estudia 10 pacients VIH positius en TARGA i afectes de LD en els que l'analisi del genoma
mitocondrial de les CMSP va resultar normal i els estudis de la funcié mitocondrial no es van
realitzar (Mc Comsey G, AIDS 2002). L’estudi portat a terme pel Professor A. Cossarizza i
col-laboradors incloia 6 pacients VIH positius en TARGA afectes de LD en els que van
determinar la funcié mitocondrial de les CMSP mitjancant la mesura del potencial de membrana
mitocondrial (Ay,), aixi com el procés apoptotic i possibles canvis en la distribucié del lipid
cardiolipina en la membrana mitocondrial. Aquest estudi no va revelar cap alteracié en cap dels
parametres estudiats i no va demostrar I'existencia de deplecié de TADNmt (Cossarizza A, J Inf
Diseases 2002). Posteriorment, el grup de D. Vittecoq i col-laboradors va estudiar les CMSP de
12 patients infectats pel VIH en TARGA afectes de LD. Van determinar uns valors normals de
les activitats enzimatiques dels C Il i IV de la CTE, perd van trobar disminucié del contingut
mitocondrial, mesurat a través de l'activitat enzimatica de I'enzim citrat sintasa, en alguns dels
pacients estudiats. A nivell molecular, no van detectar deplecio del contingut d’ADNmt (Vittecoq
D, JAIDS 2002). Pel contrari, el grup de H. Cbété va estudiar les CMSP de 8 pacients VIH
positius en TARGA afectes d’hiperlactatemia (un altre efecte secundari dels ARVs al que
s’atribueix una disfuncié mitocondrial), i van detectar deplecié de TADNmt durant 'administracio
del TARGA. El contingut d’/ADNmt es va restablir un cop discontinuat el tractament ARV. En
aquest cas, tampoc es van realitzar estudis de funcionalisme mitocondrial (Cété H, N Engl J
Med 2002).

Segons els nostres resultats, la deplecio d’ADNmt present en les CMSP dels pacients
afectes de LD s’associa amb deficiencies en I'activitat enzimatica dels complexos proteics que
estan parcialment codificats pel genoma mitocondrial (C IIl i C IV), mentres que I'activitat de
I’inic complex enzimatic codificat integrament pel nucli (C IlI) no experimenta cap alteracio. Les
deficiéncies enzimatiques detectades no son suficientment importants com per generar una
disminucié significativa de la capacitat oxidativa mitocondrial de les CMSP, tot i que hi ha una
tendéncia a disminuir la respiracié cellular. Probablement, el percentatge d’ADNmt deplecionat
no sigui I'inic responsable per explicar les deficiéncies enzimatiques detectades, doncs si es
compara amb els percentatges de deplecid necessaris en moltes miopaties classiques per tenir
expressio fenotipica, aquests poden arribar a ser tan elevats com un 80-90%. En aquest sentit,
no es pot descartar I'efecte negatiu addicional que altres mecanismes, diferents a la inhibicié de
I’ADNpol-y per part dels ITIAN, poden exercir sobre el sistema OXPHOS (p.e. efectes negatius
envers 'ARNmt, efecte directe dels ARVs sobre els complexos enzimatics del sistema
OXPHOQOS, increment de radicals lliures generadors d’'un ambient hostil que limita I'eficiencia
enzimatica, increment dels mecanismes apoptotics, alteracions en I'estructura de la membrana

mitocondrial, alteracions del Ay, etc.).
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En definitiva, aquest segon treball demostra que certament és possible detectar canvis
en els parametres genétics i bioquimics mitocondrials en les CMSP, i que per tant aquest tipus
cel-lular representa un bon model d’estudi de les alteracions mitocondrials implicades en el

desenvolupament de la LD associada al TARGA en els pacients infectats pel VIH.

Les diferéncies en els resultats obtinguts pels diferents grups d’investigacio en les CMSP
poden ser atribuides principalment a la dificultat d’incloure grups de pacients homogenis en
quant a I'historial clinic i terapeutic, a la dificultat d’'emetre un diagnostic clar i objectiu de la
sindrome de LD i a la variabilitat en I'is de técniques, que presenten major o menor sensibilitat,
per a la determinaci6 dels parametres mitocondrials moleculars i bioquimics. Amb posterioritat,
s’han publicat diferents estudis realitzats en CMSP que, de la mateixa manera que el nostre
grup, consideren a aquest tipus cellular com un material biologic sensible, fiable i de facil
obtencié per l'estudi dels parametres mitocondrials en els pacients VIH positius. L'estudi
longitudinal de Gourlain i collaboradors va determinar que el contingut dADNmt de les CMSP
de pacients infectats pel VIH disminuia després de rebre TARGA de primera linia durant un
periode de 6 mesos, i que el genoma mitocondrial dels mateixos pacients abans de rebre
TARGA estava deplecionat respecte un grup d’'individus sans no infectats pel VIH (Gourlain K,
HIV Medicine 2003). D’altra banda, M. van der Valk i col-laboradors troben que TADNmt de les
CMSP de pacients VIH positius amb lipoatrofia associada a I'administracié d’ARVs esta
deplecionat respecte els pacients en tractament ARV que no manifesten cap efecte secundari
greu derivat del TARGA (Van der Valk M, Antiviral Therapy 2004). AM. Martin i collaboradors
van realitzar un estudi longitudinal on analitzaven la sequéncia i el contingut de TADNmt de les
CMSP de pacients infectats pel VIH, abans de rebre ARVs i després de 6-77 mesos de rebre
TARGA amb ITIAN. Van detectar la preséncia de mutacions en 'ADNmt en el 31% dels
pacients en TARGA, i en el 64% dels pacients el contingut ’ADNmt havia disminuit després de
rebre TARGA. A més, el 80% del pacients en tractament ARV que tenien mutacions havien
desenvolupat simptomes de lipoatrofia durant I'estudi (Martin AM, Am J Hum Genet 2003). En
un altre estudi, R. Polo i col-laboradors, tot i que no investiguen directament el contingut
d’ADNmt, quantifiquen la funcié mitocondrial in vivo mitjangant la determinacié del Awy,,. Els
autors detecten en els pacients infectats que reben TARGA un increment del percentatge de
CMSP que presenten pérdua del Ay, dada que representa un clar indicador de disfuncio
mitocondrial. A més, els autors observen una major disfuncié mitocondrial amb I'administracio
de d4T o ddl, quan es compara amb la utilitzaciéo d’AZT (Polo R, J Acquir Immune Defic Syndr
2003). L’estudi de CL. Cherry i collaboradors analitza el contingut d’ADNmt en les CMSP i teixit
subcutani de pacients infectats pel VIH i detecta que aquest esta disminuit en ambdos teixits
respecte els individus sans no infectats pel virus. A més, aquest estudi associa major

disminucié del genoma mitocondrial al teixit subcutani, perd no a les CMSP, amb I'administracié
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d’'ITIAN (Cherry CL, J Acquir Immune Defic Syndr 2002). Pel contrari, A. Cossarizza i
collaboradors detecten un increment del contingut dADNmt en els limfocits T aillats de sang
periferica dels pacients VIH positius amb LD (Cossarizza A, Antiviral Therapy 2003).
Argumenten que aquest increment del genoma mitocondrial pot ser el resultat d’'un efecte
compensatori per part del mitocondri per tal d’assegurar uns nivells cellulars adequats d’ATP
en un ambient on la immunitat cellular esta alterada. Hi ha altres estudis que no detecten
deplecid del contingut d’ADNmt en les CMSP de pacients infectats pel VIH (Henry K, AIDS
2002) (Christensen ER, CID 2004) (Hoy JF, JID 2004). Alguns investigadors assenyalen com a
possibles causes d’aquest resultat negatiu el fet que alguns estudis es realitzen amb un
nombre de pacients baix, fet que estaria limitant la poténcia estadistica. Una altra possible raé
s’atribueix a que probablement les dianes geéniques amplificades en els assajos de PCR
aplicats en la quantificacié de 'ADNmt no siguin les més adequades. També podria ser que el
temps d’exposicio als ITIAN no sigui suficientment gran com per a que els ARVs puguin
manifestar el seu efecte tdxic o que, pel contrari, el temps d’exposicié hagi estat excessiu i
s’estigui avaluant el contingut ADNmt en el moment en el que la deplecié del genoma
mitocondrial s’ha estabilitzat i ja no disminueix més. En aquest sentit, els estudis longitudinals
assenyalen que la davallada més acusada del genoma mitocondrial té lloc durant els primers
mesos de rebre TARGA i que després té lloc una estabilitzacié (Reiss P, HIV Med 2004) (Petit
C, J Acquir Immune Defic Syndr 2003).

Per tant, podem concloure que encara hi ha certa discrepancia respecte al paper que
poden tenir les CMSP en l'estudi dels trastorns mitocondrials dels pacients amb LD, si bé
I'experiéncia del nostre grup és favorable a la utilitzacié d’aquestes cél-lules sempre que es

tinguin en compte les consideracions metodoldgiques que s’han discutit previament.

Aixi, doncs, hem elaborat una revisi6 de les hipotesis més acceptades envers
I'etiopatogénia dels efectes secundaris associats al TARGA, principalment la hipotesi de
toxicitat mitocondrial amb la que es relacionen la majoria dels efectes adversos derivats de
I'administracié dels ITIAN. Igualment, hem discutit abastament les dificultats dels estudis que

s’han realitzat fins el moment, i que han limitat I'obtencio de resultats homogenis i concloents.

B. Estudis en pacients infectats pel VIH assimptomatics respecte a qualsevol efecte

secundari greu associat al TARGA.

B.1. Efecte dels farmacs antiretrovirals sobre els mitocondris de les CMSP dels

pacients infectats pel VIH

En els estudis del primer bloc de la Tesi s’ha demostrat la preséncia d’alteracions
mitocondrials en les CMSP de pacients VIH positius amb LD. Aixo ens porta a preguntar-nos si
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aquestes alteracions (deplecié del contingut d’ADNmt i deficiéncies enzimatiques dels
complexos proteics de la CTE que estan parcialment codificats pel genoma mitocondrial) poden
ser també detectades en les CMSP de pacients assimptomatics, abans de que es manifesti
qualsevol efecte secundari greu derivat de I'administracié del TARGA. Igualment, vam voler
determinar si les alteracions mitocondrials que hipotéticament es detecten en les CMSP de
manera preco¢ venen acompanyades d’alteracions en la funci6 mitocondrial. De forma
addicional, vam avaluar en una fase assimptomatica la intensitat del dany mitocondrial de les
diverses combinacions TARGA més utilitzades en la practica clinica per tal d’establir una
gradaci6 de toxicitat entre elles. Per I'estudi mitocondrial de les CMSP en pacients
assimptomatics vam incloure dos grups d’individus infectats pel VIH que havien rebut diferents
esquemes TARGA de primera linia durant un periode minim de 6 mesos, i els varem comparar
amb un grup control, representat per pacients infectats que mai havien rebut ARVs. Els
pacients en tractament ARV de primera linia s’agrupaven segons rebien la combinacié d’ITIAN
d4T+ddl o AZT+3TC, més un tercer farmac que podia ser el no analeg de nucleodsid (ITINAN)
nevirapina (NVP) o l'inhibidor de la proteasa (IP) nelfinavir (NFV). Aquests esquemes TARGA
representen quatre de les combinacions farmacoldgiques més utilitzades en la practica clinica
diaria en el moment de la realitzacié de I'estudi (d4T+ddI+NVP, d4T+ddI+NFV, AZT+3TC+NVP
i AZT+3TC+NFV). Els resultats obtinguts indiquen que els pacients infectats pel VIH que reben
la combinacié d4T+ddl de forma continuada tenen disminuit el contingut d’ADNmt de les CMSP
un 44% respecte als pacients VIH positius que mai han rebut ARVs. En canvi, els pacients que
reben AZT+3TC presenten el contingut d’ADNmt preservat, al menys durant els primers 6
mesos de tractament continuat. El diferent grau de toxicitat mitocondrial, envers el contingut del
genoma mitocondrial, que exhibeixen les combinacions ARVs avaluades en aquest estudi,
concorda amb treballs realitzats in vitro que consideren I'AZT i el 3TC dos dels ITIAN amb
menor capacitat per inhibir TADNpol-y (Birkus G, Antimicrobial Agents and Chemotherapy 2002)
(Lim SE, Journal of Biological Chemistry 2001). L'estudi de SE Lim i collaboradors (Lim SE,
Journal of Biological Chemistry 2001), estableix una jerarquia de toxicitat mitocondrial
(ddC>ddI>d4T>>>AZT>3TC>ABV=TDF) en la que els ITIAN ddC, ddl i d4T representen els
ARVs amb major capacitat d’aturar la replicacié del genoma mitocondrial. Aquesta capacitat ve
determinada per l'afinitat del farmac per unir-se a '’ADNpol-y i incorporar-se a la cadena
d’ADNmt naixent, i per I'habilitat de 'ADNpol-y d’escindir 'I'TIAN de la cadena d’ADNmt que
s’esta polimeritzant. Una altra dada rellevant d’aquest estudi consisteix en que la deplecié
d’ADNmt que exhibeixen els pacients inclosos en I'estudi que reben d4T+ddl es presenta
associada a una lleugera disminucié de l'activitat enzimatica especifica del C IV quan es
compara amb els individus infectats pel VIH que mai han rebut TARGA. Els pacients que no

exhibeixen depleci6 d’ADNmt, presenten inalterada l'activitat d’aquest complex enzimatic
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parcialment codificat pel genoma mitocondrial. D’altra banda, tots els pacients que reben
tractament ARV presenten disminuit el contingut de mitocondris respecte els pacients infectats
pel virus que mai han rebut ARVs, amb independéncia de la combinacié d’ARVs que reben.
Finalment, s’ha de remarcar que l'activitat oxidativa mitocondrial de les CMSP dels pacients en
TARGA de primera linia no esta alterada i el grau de peroxidacio lipidica no es mostra

incrementat en cap dels grups de tractament.

Aquest estudi va constituir un dels primers treballs en investigar la biologia mitocondrial
des d’'un punt de vista genétic i funcional en un grup de pacients infectats pel VIH en tractament
perd assimptomatics. Cal destacar que aquest estudi inclou un nombre important de pacients
que son estrictament homogenis en relacio a la terapia ARV que reben. A més, cada un dels
pacients en tractament contra el VIH rebia un esquema TARGA de primera linia, la qual cosa
ha proporcionat una validesa addicional a l'estudi, doncs assegura l'avaluacié dels efectes
toxics d’'una pauta ARV concreta, sense que puguin interferir en els resultats les dosis
acumulades d’altres possibles combinacions ARVs administrades amb anterioritat. En
definitiva, I'estudi demostra I'existéncia de diferents patrons de toxicitat associats a diferents
pautes ARVs, ja sigui en forma de depleciéo d’ADNmt i disminucié de I'activitat enzimatica del C
IV de la CTE en relacié a 'administracié de d4T+ddl, o ja sigui en forma de disminucié del

contingut mitocondrial associat a tots els esquemes TARGA avaluats en I'estudi.

H. Cobté i collaboradors, havien proposat en un treball realitzat en CMSP de pacients
infectats pel VIH en TARGA afectes d’hiperlactatémia, que la quantificaci6 de 'TADNmt fés
utilitzada com a marcador de toxicitat mitocondrial (C6té H, N Engl J Med 2002). Els autors
d’aquest estudi argumentaren que la monitoritzacié del contingut de 'ADNmt podria ajudar a
prevenir de forma preco¢ la manifestacié clinica dels efectes adversos associats al TARGA,
com la LD i la hiperlactatémia o acidosi lactica. En canvi, davant els nostres resultats
considerem que no s’ha d’atribuir directament un efecte patogénic a qualsevol disminucié del
contingut del genoma mitocondrial mentres la funcid dels mitocondris sigui normal
(Casademont J, N Engl J Med 2002). En aquest sentit, el nostre treball destaca especialment la
importancia de valorar la repercussio de la depleci6 dADNmt sobre la funcié mitocondrial
mitangant un estudi simultani genétic i funcional dels mitocondris. Altres estudis també van
demostrar la preséncia d’alteracions del genoma mitocondrial en pacients assimptomatics en
tractament ARV (White DJ, AIDS 2001) (Diehl S, AIDS 2003) (Mital, AIDS 2004), en concret,
que el d4T causa una major depleci6 de 'ADNmt que la resta d’ARVs i que la seva
administracio incrementa el risc de desenvolupar LD (Van der Valk M, Antiviral Therapy 2004)
(Walker UA, AIDS 2002) (Nolan D, Antiviral Therapy 2003) (John M, Journal of Acquired
Immune Deficiency Syndromes 2003) (Nolan D, AIDS 2003) (Smith DE, AIDS 2002) (Galli M,

Arch Intern Med 2002) (Saint-Marc T, AIDS 1999) (Mallal SA, AIDS 2000), tal i com suggerien
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estudis realitzats in vitro (Birkus G, Antimicrobial Agents and Chemotherapy 2002) (Lim SE,
Journal of Biological Chemistry 2001).

Els darrers anys ha augmentat el nombre de noves combinacions d’ARVs amb gran
activitat anti-VIH, tot cercant disminuir els seus efectes secundaris. D’aquesta manera, hem
volgut contribuir a Il'estudi dels efectes d’altres combinacions TARGA administrades en
I'actualitat sobre els mitocondris de les CMSP de pacients VIH positius assimptomatics. Aixi, es
presenta en aquest bloc un segon treball, on es porta a terme un estudi longitudinal realitzat
durant un periode de 12 mesos, en el quée s’avalua I'efecte de I'addicié de TDF en dosi de 300
mg en una combinacié TARGA que conté ddl en dosi de 400 mg. El TDF és un profarmac del
tenofovir, el qual representa I'iinic analeg de nucleotid (ITIANt) avui dia disponible contra la
infeccié pel VIH. Estudis in vitro han determinat que el TDF té baixa afinitat per TADNpol-y, en
comparacié amb els ITIAN ddC, ddl, d4T, AZT, 3TC, etc., amb la qual cosa s’espera que la
seva administracié de forma continuada produeixi un efecte toxic mitocondrial baix (Birkus G,
Antimicrobial Agents and Chemotherapy 2002) (Cherrington JM, Antivir Chem Chemother
1995) (Cihlar T, Antivir Res 2002) (Cihlar T, Antivir Chem Chemother 1997). Per contra,
recentment s’ha descrit que I'administracié concomitant de ddl (400 mg) i TDF (300 mg),
produeix un efecte sinérgic, de manera que la concentracié plasmatica de ddl augmenta
considerablement. En consequéncia, la combinacié ddI+TDF podria contribuir a I'increment dels
efectes toxics mitocondrials directament associats a I'administracido de ddl. Per a la realitzacio
d’aquest estudi vam incloure pacients infectats pel VIH assimptomatics respecte a la infeccid
pel VIH i a la terapia ARV, que rebien ddl en la combinaci6 TARGA. En el moment de la
inclusio a I'estudi els vam dividir en dos grups comparables en quant a la terapia ARV, de forma
que un d’ells continuaria durant els 12 mesos de I'estudi amb la mateixa combinacio inicial
d’ARVs amb ddl, i I'atre grup canviaria a un nou esquema farmacoldgic que mantindria el ddl,
pero inclouria TDF i NVP. Als 6 mesos d’estudi vam observar que ambdéds grups experimenten
una lleugera disminucio del contingut d’ADNmt (22% de disminucié significativa pel grup en
ddI+TDF versus 11% de disminucié no significativa pel grup control), mentres que la quantitat
de mitocondris i I'activitat enzimatica del C IV no es veuen afectades. La disminucio del nombre
de molécules ’ADNmt que es detecta durant els primers mesos de I'estudi, pot respondre a la
capacitat descrita pel ddl d’inhibir 'ADNpol-y. L'efecte toxic produit en aquest moment de
'estudi no és de suficient magnitud com per a generar danys funcionals. Als 12 mesos, els
resultats mostren que els dos grups exhibeixen una depleci6 de 'ADNmt més acusada
respecte els valors inicials, pero la disminucié és més drastica i significativa Unicament en el
grup de pacients que rep ddI+TDF (55% de disminucié pel grup en ddI+TDF versus 19% de
disminucié pel grup control). Aquest resultat, probablement estigui reflectint I'efecte sinérgic del

ddl i el TDF que es produeix quan els dos farmacs s’administren en combinacié. En aquest cas,
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I'addicié de TDF estaria incrementant la concentracié plasmatica del ddl i, en conseqiéncia, els
efectes toxics associats al ddl estarien potenciats. En aquest moment de l'estudi, el 55% de
deplecio que exhibeixen els pacients que reben TDF implica alteracié de la funcié mitocondrial
en termes de disminucié significativa del contingut mitocondrial i de 'activitat enzimatica del C
IV de la CTE (28% i 47% de disminucid, respectivament). En canvi, la deplecié (més discreta)
que exhibeixen els pacients que no reben TDF no és suficientment important com per a generar
disfuncié mitocondrial. De forma addicional, hem observat que, en el grup de pacients que
reben ddI+TDF, I'evolucié dels parametres mitocondrials avaluats al llarg del temps no depén
de la combinacié ARV que els pacients rebien a l'inici de I'estudi, que podia ser ddI+d4T o bé
ddl+altres ARVs.

En definitiva, aquest treball constitueix uns dels primers estudis que avalua in vivo els
efectes toxics mitocondrials de la combinacié d’ARVs ddI+TDF i permet concloure que la
combinaci6 TARGA que inclou ddl de 400 mg i TDF de 300 mg produeix un efecte toxic
mitocondrial superior a I'efecte que produeix una pauta ARV que inclou ddl de 400 mg sense
TDF. Aquest major dany mitocondrial podria ser la base d’alguns efectes adversos observats
en pacients que reben aquesta combinacié (Martinez E, Lancet 2004) (Barrios A, AIDS 2004)
(Moyle G, Program and abstracts of the 44th Annual ICAAC Meeting; October 30-November 2,
2004; Washington, DC. Abstract H-566.) (Podzamczer D, Antivir Ther 2004) (Maitland D, AIDS
2005) (Negredo E, AIDS 2004) (Barrios A, AIDS 2005) (Tung MY, HIV Med 2005).

Com hem pogut veure fins ara, la disminucié del contingut dADNmt no sempre
s’acompanya d’alteracié funcional. Per tant, s’intueix I'existéncia de mecanismes compensatoris
durant les fases inicials del tractament. Per elucidar aquesta qlesti6, hem realitzat un estudi en
CMSP de pacients VIH positius que reben TARGA de primera linia amb d4T i ddl i que estan
assimptomatics. Els resultats obtinguts mostren que existeix disminucié del contingut d’ADNmt
respecte a pacients infectats pel virus que mai han rebut ARVs. En canvi, I'expressio proteica
de la subunitat Il del C IV mitocondrial (COX-Il) i I'activitat enzimatica del C IV es mantenen
normals. D’altra banda, el contingut de mitocondris es presenta disminuit en el grup de pacients
en tractament. Addicionalment, I'estudi mostra una estreta associaci6 inversa entre el contingut
d’ADNmt i el temps que porten rebent TARGA, i una certa tendéncia a disminuir I'expressio
proteica de la subunitat COX-Il amb l'increment de temps en TARGA. Aquest fet, no descarta la
possibilitat de detectar deficiencies proteiques en pacients infectats pel virus amb un historial
terapéutic més ampli. A més, en el grup de pacients que no reben ARVs es relaciona una
disminuci6 de la COX-Il amb I'augment de la carrega viral i la disminucié de limfocits T CD4, la
qual cosa indica que I'estat viroldgic i immunologic del pacient pot afectar a I'expressio de la

COX-Il, amb independéncia de la terapia ARV.
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En resum, aquests resultats mostren que malgrat la deficiéncia genética detectada als
mitocondris, I'expressio proteica de la subunitat de codificacié mitocondrial COX-Il i I'activitat
del C IV del sistema OXPHOS es mantenen inalterades als pacients en tractament ARV que es
troben en una fase subclinica en relacié a la infeccié pel VIH, almenys en les CMSP i durant els
primers 16 mesos de promig en TARGA. Aquest resultat, estaria reflectint la capacitat de
compensacio funcional que tenen els mitocondris, ja que classicament es considera que poden
soportar defectes moleculars en més del 80% del genoma mitocondrial (White AJ, Sex Transm
Infect 2001). Considerem que durant la fase assimptomatica, exempta de disfuncid
mitocondrial, hi hauria mecanismes compensatoris a nivell de transcripcié o traduccié que
contrarrestarien l'existéncia de deficiéncies genetiques als mitocondris, que permetrien
mantenir dintre de la normalitat els nivells proteics dels complexos enzimatics de la CTE del
sistema OXPHOS. Aquest és un aspecte que sens dubte s’aprofundira en la seva investigacio

durant els propers anys.

B.2. Efecte De La Propia Infeccié Pel VIH Sobre Els Mitocondris De Les CMSP

Dels Pacients Infectats Pel VIH

Fins el moment, hem presentat una série de treballs que ens permeten aprofundir en el
coneixement de les alteracions mitocondrials que manifesten els pacients que reben TARGA.
No obstant, en els estudis que es presenten en aquesta secci6 de la Tesi s’ha tingut
especialment en compte els possibles efectes toxics que el propi VIH pot exercir sobre els
mitocondris. Aquesta consideracié es basa en els resultats d’un estudi que va ser pioner en
demostrar que el contingut dADNmt en CMSP de pacients infectats pel VIH i que mai havien
rebut TARGA es trobava molt disminuit respecte el contingut dADNmt d’una poblacié control
sana no infectada pel virus (C6té H, N Engl J Med 2002). Malauradament, aquest treball no
presentava dades sobre la funcié mitocondrial en aquests pacients. Per aquest motiu, varem
dissenyar un estudi per comparar diferents parametres mitocondrials en un grup de pacients
infectats pel VIH que mai han rebut TARGA i un grup d’individus sans no infectats pel VIH. Els
resultats obtinguts mostren que la infeccid pel VIH s’associa a un 23% de disminucio
significativa del contingut d’ADNmt. Igualment, I'activitat enzimatica del C Il i C IV es troba
disminuida de forma significativa (38% i 19% de disminucid, respectivament). Donat que el
percentatge de deplecié del material genétic mitocondrial detectat en el grup de pacients VIH
positius és relativament petit com per repercutir negativament sobre la funcié mitocondrial, és
molt possible que altres mecanismes diferents a la deplecié del genoma mitocondrial puguin
ser la causa del dany en I'activitat del C Il i C IV. D’acord amb aquesta reflexié es troba el fet
que l'activitat enzimatica del C Il (que no esta codificat per gens mitocondrials) també presenta
una disminucid del 41% respecte els individus no infectats. Aixd indicaria que I'afectacio
produida pel VIH no es limita Unicament a les proteines codificades pel mitocondri, sind també
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a les codificades pel nucli. A més, la proteina glicerol-3-fosfat deshidrogenasa mitocondrial
(GDHmt) igualment presenta la seva activitat enzimatica disminuida, mostrant que I'efecte toxic
del VIH no tan sols afecta a proteines que formen part de la CTE del sistema OXPHOS siné
també a proteines que no guarden relacié directa amb la maquinaria de fosforilacié oxidativa.
Aixi mateix, hem detectat que el dany oxidatiu de les CMSP es troba augmentat en el grup de
pacients VIH positius respecte els individus sans, probablement com a conseqiiéncia de I'elevat
grau de disfuncié mitocondrial que exhibeixen els pacients infectats. Per tant, creiem que la
infeccié pel VIH produeix un efecte toxic cellular generalitzat, que no esta exclussivament
limitat a la toxicitat mitocondrial. En aquest sentit, treballs posteriors han trobat resultats que
concorden amb els nostres, tant en CMSP (Miura T, J Med Virol 2003) (Chiappini F, Lab Invest
2004) (Torre D, Clin Infect Dis 2005) (Torre D, Lancet Infect Dis 2002) (Gourlain K, HIV
Medicine 2003) (Martin AM, Am J Hum Genet 2003) (Polo R, J Acquir Immune Defic Syndr
2003) (Cherry CL, J Acquir Immune Defic Syndr 2002), com en teixit adipds subcutani (Cherry
CL, J Acquir Immune Defic Syndr 2002). Per tant, avui dia cal considerar com a un fet ben

establert aquesta capacitat lesiva mitocondrial del VIH.

Donada l'existéncia d’aquest dany mitocondrial generalitzat, és probable que I'activacio
de mecanismes apoptotics per part del VIH tinguin relacié amb les alteracions trobades. De fet,
és ben conegut que diferents proteines virals poden activar I'apoptosi (Vpr, Env, Nef, Tat,
proteasa, gp120) per diferents mecanismes. L’apoptosi, com a possible nexe d’unié entre el
VIH i els efectes toxics mitocondrials que es generen durant la infeccid, amb independéncia del
TARGA, constitueix actualment una de les teories més recolzades, que estan essent objecte
d’intensa investigacio. En aquest sentit, es presenta en aquest segon bloc de la Tesi un cinquée
estudi que avalua en pacients infectats pel VIH que mai han rebut ARVs si el grau d’apoptosi es
veu incrementat per efecte directe del VIH en comparacié amb els individus sans no infectats.
De forma addicional, hem inclés pacients assimptomatics infectats pel VIH que reben TARGA i
pacients que han desenvolupat LD associada a I'administracié continuada dels ARVs.
D’aquesta forma, determinarem si el grau d’apoptosi es veu incrementat de forma addicional
per efecte del TARGA, i si es veu encara més incrementat en els pacients simptomatics, donant
a entendre que I'apoptosi (relacionada amb la disfuncié mitocondrial) pot estar implicada en el
desenvolupament dels efectes secundaris greus derivats de la terapia ARV. L’estudi 'hem
realitzat en muscul esquelétic, doncs en el moment de desenvolupar I'estudi ja disposavem de
teixit muscular criopreservat a -80°C, i donat que les alteracions mitocondrials son més
evidents en teixits postmitotics, que tenen una gran dependéncia de la fosforilacié oxidativa,
varem pensar que seria un teixit adequat per detectar diferéncies en el grau d’apoptosi entre
els grups d’estudi. D’altra banda, la técnica metodologica que, en el moment de realitzar I'estudi

teniem implementada al nostre laboratori estava especificament dirigida a I'estudi sobre teixit in
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situ, i no sobre céllules aillades. Els resultats obtinguts mostren un clar increment de I'apoptosi
en el muascul esquelétic del grup de pacients infectats pel VIH que no reben TARGA en
comparacié amb el grup d’'individus sans no infectats pel virus. D’altra banda, la resta de grups
estudiats presenten un nivell d’apoptosi equivalent al que mostra el grup de pacients VIH
positius sense tractament, la qual cosa indica que I'administracié continuada del TARGA no té
efectes proapoptotics, al menys en muscul esquelétic. Cal tenir en compte, que els miocits sén
céllules multinucleades i, per tant, el significat de I'apoptosi en aquests tipus cellulars difereix
del que pot significar aquest procés de mort cellular programada en la resta de céllules amb un
sol nucli. En el cas dels midcits, la degradacié d'un o més nuclis no desencadenaria
necessariament la mort de la céllula, siné que en tot cas pot provocar atrofia de les fibres
musculars. Aixo contrastaria amb el que es pot observar en els adipocits dels pacients amb LD,
on el Dr. P. Domingo i colllaboradors han observat que existeix un increment clar dels
fenomens apoptotics (Domingo P, AIDS 1999).

En definitiva, creiem que els dos treballs presentats en aquesta Ultima seccié de la Tesi
permeten concloure que la infeccidé pel VIH exerceix efectes nocius en els mitocondris, els
quals podrien estar mediats per un efecte proapoptotic del VIH. En aquest context, els efectes
toxics mitocondrials que en la practica clinica s’observen en els pacients infectats pel VIH que
reben TARGA, serien el reflexe de la diferéncia entre I'efecte negatiu directe dels ARVs sobre
els mitocondris i I'efecte beneficiés indirecte que aquests causen pel fet de reduir la carrega

viral (disminuint I'efecte negatiu del propi virus sobre els mitocondris).
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