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INTRODUCCION

El inicio de la terapia antirretroviral de gran actividad (TARGA) hace mas de una década en
pacientes infectados por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), ha logrado un aumento de
la supervivencia a largo plazo, por un descenso en la incidencia de infecciones oportunistas y de
mortalidad en relacién con el VIH y el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Sin
embargo, han surgido nuevas patologias asociadas y efectos secundarios al uso del tratamiento
antirretroviral. Entre la variedad de sindromes clinicos que han acontecido paralelamente a la
introduccion y desarrollo de estos tratamientos se encuentra el sindrome de lipodistrofia, que se

ha descrito que afecta aproximadamente a la mitad de pacientes con VIH y TARGA.

El sindrome de lipodistrofia es una complicacion metabdlica en la que hay cambios en la
distribucién de la grasa corporal, y muy frecuentemente dislipidemia y resistencia a la insulina.
Si bien, inicialmente se atribuy6 la lipodistrofia a un efecto adverso relacionado con los
inhibidores de la proteasa, en la actualidad se considera que esta primera hipotesis no es cierta,
y su relacion etiopatogénica seria con farmacos potencialmente téxicos frente al DNA
mitocondrial, como los andlogos de nucledsidos y en especial los andlogos de timidina,
zidovudina y estavudina. En pacientes con lipodistrofia, la sustitucion de estos andlogos de la
timidina o incluso terapias libres de analogos han permitido una mejoria o reversiéon de la
lipodistrofia. Los cambios de distribucion de la grasa ocasionan una importante estigmatizacién
social, pero principalmente provocan un aumento del riesgo de enfermedad cardiovascular por
las alteraciones metabdlicas que pueden asociarse. Sin embargo, no hay una escala establecida
que mida el grado de lipodistrofia de forma objetiva, y los cambios de severidad en el tiempo en

respuesta al tratamiento.

Hasta ahora los parametros objetivos empleados para el estudio del sindrome de lipodistrofia
son valores analiticos en sangre y variables de composicién corporal. Los estudios de valoraciéon
de la composicién corporal se han centrado en la cuantificacién de tejido graso y no graso, en
todo el cuerpo y por regiones, mediante determinacidén densitométrica (dual-energy X-ray
absorptiometry, DXA o DEXA), y cuantificacién de la grasa abdominal subcutdnea e
intraabdominal-visceral y la grasa subcutdnea periférica en extremidades mediante tomografia
computarizada (TC), y de forma mas restringida mediante resonancia magnética (RM). Se ha
demostrado que hay otros compartimentos corporales con gran peso en el conjunto corporal
total, que muestran variaciones en la composicién grasa en este grupo de pacientes VIH con
lipodistrofia, como son el musculo y el hueso. Estudios no invasivos de RM se muestran como
nuevas vias para medir y mostrar el contenido graso de estos dos compartimentos, bien sea

mediante imagen morfolégica o mediante espectroscopia de protones.

Ha sido este aspecto el que ha guiado el desarrollo de esta tesis, el estudiar la grasa muscular
y de médula désea en este grupo de pacientes, y sus interrelaciones con otros parametros

clinicos, que nos abran nuevas perspectivas acerca de la patogenia y manejo de la enfermedad.
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REVISION DE LA LITERATURA

Compartimento graso

Mdltiples enfermedades y procesos de tipo endocrino-metabdlico en los que estd implicado el
metabolismo graso han suscitado un gran interés y el desarrollo del estudio de la composicién
corporal, dado su impacto en la mortalidad global de la poblacién contemporanea. Ya en el inicio
del siglo diecisiete, Sanctorius fue el primero en cuantificar la pérdida de agua insensible a
través de sus medidas de peso a lo largo del tiempo (1). Desde entonces, el estudio de la

composicién corporal es un drea muy activa de la ciencia bdsica y de la investigacion clinica.

Un comprensible modelo de organizacién corporal la clasifica en 5 niveles: nivel I o atémico (el
98% lo constituye el oxigeno, carbono, hidrégeno, nitrégeno, calcio y fésforo), nivel II o
molecular (que contiene todo el componente atémico, y los principales elementos son el agua,
los lipidos, las proteinas, el mineral y el glucégeno), nivel III o celular (que estd compuesto de
liquido extracelular, sélido extracelular con fibras de coldgeno, reticulares, de eldstica y matriz
Osea, y por ultimo las células conectivas, epiteliales, nerviosas y musculares), nivel IV o tejidos
(muscular, conectivo, epitelial y nervioso, y dentro del conectivo se incluye el adiposo y dseo)
que formaran dérganos y sistemas, y nivel V o todo el volumen corporal (1,2). Cada nivel y sus

compartimentos son distintos, pero con conexiones bioquimicas y fisioldgicas.

Figura 1. Modelo de organizacién corporal propuesto por Wang ZM (2) y revisado por Heymsfield SB (1)
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Se define como lipidos a uno de los cinco componentes bdsicos moleculares. Fisiolégicamente se
dividen en esenciales (10%) que intervienen en funciones importantes como el formar parte de
las membranas celulares, y los no esenciales (90%) principalmente en forma de triglicéridos. Un
concepto de medida muy utilizada en composicion corporal es el que divide esta composiciéon en
masa corporal grasa, que es toda aquella que tiene componente molecular lipidico no esencial, y
masa corporal libre de grasa, que corresponde al resto de componentes moleculares no lipidicos

(agua, proteinas, mineral y glucdégeno) y al grupo de lipidos esenciales.



Los triglicéridos, que es sinénimo de grasa, son la principal forma de almacenamiento de
energia en las células. Son un tipo de lipidos formados por una molécula de glicerol esterificado
con tres acidos grasos (al tener tres grupos hidroxilo), que suelen ser distintos. El perfil de estos
acidos grasos varia segun la localizacion anatémica, pero también varia con la dieta y otros
factores. Los triglicéridos proceden de la dieta o de la sintesis en el reticulo endoplasmico de
casi todas las células del organismo, a partir de los acidos grasos de la dieta, pero es en el
higado, en particular en sus células parenquimatosas (los hepatocitos), y en las células del
tejido adiposo o graso (los adipocitos) donde este proceso es mas activo y de mayor relevancia

metabdlica.

El tejido adiposo representa aproximadamente el 21% de la masa corporal, y tiene por principal
funcién la acumulacién de energia en forma de triglicéridos, que en menor cantidad se almacena
en el musculo esquelético y cardiaco, aunque solamente para consumo local. Sus funciones
conocidas son: almacén molecular de energia, fuente de calor, envoltura protectora de los

organos vitales con capacidad de amortiguar golpes y aislante térmico (3).

El tejido graso clasicamente se ha dividido por su distribucién en subcutaneo, visceral (el que
rodea drganos y visceras), intersticial (entre las células de los 6rganos) y médula ésea grasa.
Pero, en la actualidad, se considera que el tejido graso no es un compartimento homogéneo
Unico, sino que tiene depdsitos regionales especificos con importantes propiedades metabdlicas,
interviniendo en un amplio rango de funciones endocrinas y paracrinas (4). Segun las funciones
bioldgicas especificas, se divide en tejido graso blanco, el mas abundante en el adulto humano,
es reservorio de energia, aislante y fuente de ciertas hormonas; el tejido adiposo pardo con
principal funcién en la termogénesis, que es encontrado en humanos en los fetos y primeros
afios de la vida, y de forma aislada en algunas localizaciones en el adulto (perirrenal, cervical
posterior e intercostal) ; el tejido adiposo en la glandula mamaria, con papel en el crecimiento
epitelial y produccién de leche; y el tejido adiposo en la médula ésea que es también tejido

graso blanco, con participacién en la hematopoyesis y osteogénesis (3).

Ademads, se reconoce que los adipocitos en el tejido graso producen unas proteinas, como
adipocitoquinas, leptina y adiponectina, con diferentes funciones metabdlicas. En la
investigacion de la composicion corporal tienen una especial importancia el tejido graso, asi

como el tejido muscular y el éseo.
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Grasa en el musculo estriado

La grasa muscular comienza a considerarse como un "nuevo" compartimento graso, por su
interrelacion con procesos metabodlicos en relacién a la resistencia a la insulina. Comprende
distintos depdsitos de almacenamiento de triglicéridos: los que estdn dentro de los adipocitos
localizados entre las fibras musculares, los llamados triglicéridos extramiocelulares o
extramiocitarios (extramyocellular lipids, EMCL); por otro lado, los localizados dentro de las
fibras musculares en forma de triacilgliceroles citosodlicos, en el sarcoplasma, generalmente en
contacto directo con las mitocondrias, también Ilamados triglicéridos intramiocelulares o
intramiocitarios (intramyocellular lipids, IMCL), y que se han relacionado con la resistencia a la
insulina (5). La grasa intermuscular, por su parte, se refiere a los depésitos localizados entre los
distintos musculos. Aunque el contenido de triglicéridos es pequeno dentro de las células
musculares, al contribuir todas las células musculares a un alto porcentaje de la masa corporal
total, en conjunto tiene un peso importante en el metabolismo global. Asi, el musculo
esquelético es el tejido sensible a insulina mas abundante del cuerpo humano, capaz de captar
el 40% de la glucosa postprandial, a la vez que consume el 20% de la energia corporal.

Figura 2. Figura 3.

Esquema de organizacién de la célula muscular: Las mitocondrias Imagen de microscopia electrénica de la célula
se situan en el sarcoplasma (citoplasma) entre los cilindros de muscular: la esférula de triglicérido (1i) se sitta
miofibrillas de actina y miosina. adyacente a la mitocondria (mi) en la célula

muscular. gl: glucégeno (6)
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La localizacion de los IMCL adyacentes a la mitocondria, y la observacién de que su nivel
decrece durante el ejercicio prolongado, y aumenta durante el entrenamiento, indican que este
grupo de triglicéridos son una fuente energética directa para el musculo. Cuando se elevan los
valores de acidos grasos en el plasma o aumenta el contenido de grasa en la dieta, también
aumentan los IMCL, sugiriendo que las fibras del musculo esquelético sirven también de
almacén de acidos grasos si la disponibilidad es alta (7).



Pero hay también procesos que ocasionan un aumento de la grasa intramuscular por una
disminucién de la capacidad oxidativa de la mitocondria, con un incremento de la generacién de
especies reactivas a oxigeno, y una estimulacién de las vias de inflamacién lo que finalmente
conlleva un riesgo metabdlico aumentado (8). En cualquiera de los casos, un exceso de
almacenaje de IMCL sin deberse a un aumento de su requerimiento (como seria en el caso de
deportistas en los que hay un musculo entrenado) tiene efectos negativos sobre la sensibilidad a

la insulina.

El contenido de triglicéridos intramiocitarios varia en funcion del tipo de musculo. El musculo
esquelético en el humano estd formado por una mezcla de tres diferentes tipos de fibras: Las
fibras tipo I, de accién lenta, con capacidad oxidativa o aerobia, que utiliza grasas y
carbohidratos como fuente de energia, y por tanto tendrdn mas contenido en triglicéridos; las
fibras tipo Ila que son de accién rapida, con leve capacidad oxidativa y una predominante
capacidad glicolitica o anaerobia; y las fibras IIb , de accién rapida, y con capacidad Unicamente
glicolitica o anaerobia. La sensibilidad para la insulina es mayor en fibras tipo I, siendo menos
sensibles las tipo IIa y mucho menos sensibles las IIb. La cantidad y distribucién de estas fibras
en el musculo depende de caracteristicas metabdlicas, y por tanto de la actividad de cada
musculo, con una predominancia del tipo I en musculos profundos con actividad ténica y del
tipo IIb en los superficiales con actividad fasica. El vasto lateral presenta un contenido mixto,
con un 40% de fibras de tipo I, un 50% del tipo IIa y un 10% del tipo IIb, pero es inestable y
puede variar seguin su actividad. El contenido de fibras en la musculatura de las piernas es mas
estable, en donde se localiza el musculo con mas contenido de fibras de tipo I y por tanto con el
mayor contenido en triglicéridos, el sdleo, hasta con un 87,7% de fibras tipo I, proporciéon que

se mantiene homogénea en todo su volumen (9,10).

El andlisis bioquimico, el analisis histoquimico y la microscopia electrénica representan un grupo
de métodos que valoran directamente el contenido graso del musculo, pero requieren realizar
una biopsia, por lo que es limitante cuando son necesarias multiples medidas de un area o
cuando se aplica en nifios. Aunque la biopsia muscular presenta la ventaja de poder realizar
estudios especificos como de biologia molecular, presenta problemas metodolégicos que hacen
dificil una cuantificacién precisa de la grasa muscular, con una variabilidad en las medidas de
hasta un 24% (11,12). Ademas, Unicamente la valoracién histolégica y no la bioquimica permite

diferenciar el componente graso intramiocelular del extramiocelular (13,14).
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Grasa en la médula 6sea

La médula 6sea es uno de los érganos con mas volumen del global corporal, después del
esqueleto 6seo, la piel y la grasa corporal (15). Es un sistema en el que cohabitan células
grasas y no grasas, que forman la médula roja o hematopoyética y la médula amarilla y en el
que el principal componente es la grasa. La médula dsea constituye aproximadamente el 85%
del componente éseo no cortical, el resto estd formado por las trabéculas déseas. La médula
O0sea amarilla estd compuesta de derivados carotenoides disueltos en las gotas grasas de los
adipocitos, constituyendo en un adulto el 50% del total de la médula dsea y localizdndose en el
esqueleto apendicular. El otro 50% lo constituye la médula 6sea roja o hematopoyética, que
esta compuesta el 60% por células hematopoyéticas y el 40% por células grasas, localizandose
en un adulto en el esqueleto axial y regidon proximal de extremidades. El balance entre el
componente graso y no graso tiene variaciones fisioldgicas en su distribuciéon segun la edad, con
una conversiéon de médula roja a amarilla en el esqueleto periférico, y con aumento del
componente graso en la médula hematopoyética en el esqueleto axial en su evolucién al adulto.
Por tanto, la médula ésea contiene un gran nimero de triglicéridos acumulados en adipocitos en
la edad adulta (16,17).

No hay una clarificacién del papel de la grasa en la médula. Inicialmente se consideré como un
relleno de los espacios del hueso trabecular que aumenta con la edad y en situaciones
posteriores a una irradiacion. Sin embargo, se apunta el papel de estas células adiposas como
recurso energético y como modulador de tejidos adyacentes, por la produccién de factores que
actlan sobre células medulares vecinas, sustentando o suprimiendo procesos hematopoyéticos
y osteogénicos (3,18). La intima relacidon entre adipocitos, osteoblastos y células madre
hematopoyéticas sugiere que estos tipos celulares trabajan en equilibrio, y por el contrario en
condiciones patoldgicas, el papel de la médula grasa puede cambiar y funcionar como

antagonista para la osteogénesis (18).

Estudios recientes han demostrado que hay una importante relacion fisiolégica entre el hueso y
la grasa. Ambos tejidos proceden del mismo precursor celular mesenquimal en la médula dsea,
capaz de diferenciarse en osteoblastos o adipocitos bajo el control de determinados factores de
transcripcién. Se ha observado que las células déseas secretan factores que influyen en la
sensibilidad de la insulina, y las células grasas sintetizan citoquinas que regulan la diferenciacién
de los osteoblastos, por lo que procesos en los que hay cambio en el metabolismo de la glucosa
y el metabolismo graso, como la diabetes, el sindrome de Cushing y la anorexia nerviosa, tienen
un impacto sobre la salud ésea (19). Salvo durante la pubertad, en la que hay un aumento de
grasa y osteblastos, probablemente por aumento del requerimiento de los osteoblastos, se ha

observado una relacién inversa entre el componente graso y la masa mineral dsea.



Se desconoce la causa de esta relaciéon, un exceso de grasa podria desplazar las células
osteogénicas y/o hematopoyéticas funcionales, o tal vez este exceso sea consecuencia de una
masa mineral disminuida por una sobreactividad de los osteoblastos que necesitan adipocitos

adyacentes para la obtencién de energia (18,20).

El interés en la valoracion del componente graso en la médula 6sea se ha impulsado con la
utilizacién de la RM al tratarse de un método no invasivo de alta sensibilidad y especificidad con
el que se pueden valorar in vivo procesos de afectacion en la médula ésea, atendiendo al

balance de médula grasa/no grasa.

El contenido graso medular puede incrementarse con la edad, por cambios metabdlicos o por
disminucién del componente hematopoyético; puede disminuir en procesos en los que hay una
demanda energética aumentada o una deficiencia en su aportacién, por reconversién medular
con aumento del componente hematopoyético, o por isquemia con muerte celular del
componente 6seo y medular; puede desplazarse por procesos tumorales, inflamatorios, u otro
tipo de proliferacién o depdsito; o manteniendo su proporcién puede verse infiltrado por edema

debido a una hiperemia, y por células neoplasicas o inflamatorias (21).

En estados de deplecién extrema del componente graso medular se ha observado un depésito
de substancias gelatinosas extracelulares, que histoquimicamente corresponden a
mucopolisacaridos, ricos en acido hialurénico. Este hallazgo se ha denominado atrofia serosa de
la grasa o transformacion gelatinosa de la médula 6sea, y fue reconocido por primera vez en los
anos 70 en especimenes de autopsia de sujetos en prolongada inanicién y caquexia (22). A
partir de entonces, se ha descrito en severos estados de malnutricion (anorexia y caquexia),
infecciones, en pacientes con SIDA menores de 40 afios, alcoholismo y linfomas en edad media,
y linfomas, neoplasias terminales, y fallo cardiaco crénico en sujetos mayores de 60 afios, pero
también se han encontrado en algunos desérdenes metabdlicos, de malabsorcién, en el fallo
renal, y en el lupus eritematoso sistémico, siendo indicador de enfermedad severa que puede
ser reversible si se elimina la causa (23,24).

Posteriormente, en estudios de RM se han demostrado no sélo en estados de malnutricion
severa (anorexia) y caquexia por cancer avanzado, si no también de forma local en grandes
injertos éseos tras una quimioterapia, o en areas sometidas a quimioirradiacién en sarcomas de
partes blandas (25-29).

Este depdsito es un material eosinofilico compuesto por &cido hialurénico con
glicosaminoglicanos no sulfatados en la mayoria de cuadros, mientra en SIDA los
glicosaminoglicanos son sulfatados y no sulfatados. Este material tifie con azul alciano a un pH
de 2.5, y pierde su positividad tras un pretratamiento con hialuronidasa testicular bovina o con
Varidasa, siendo necesaria una decalcificacién ésea media a un pH neutro y utilizando fijadores
especiales, por lo que es facilmente diferenciable histolégicamente del edema, del amiloide y de

la osteonecrosis (24,30).
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Se desconoce el mecanismo fisiopatolégico, pero tiene en comun una atrofia de las células
grasas acompafado de pérdida local de células hematopoyéticas en cuadros de enfermedad
severa difusa. Se postula que el acido hialurénico puede reemplazar las células grasas en la
médula que se han movilizado en estados catabdlicos de enfermedad. No en todos los pacientes
con enfermedades debilitantes se detecta, y puede deberse a la distribuciéon focal que se

presenta en los estudios histolégicos, o también puede deberse a otros factores (22,24).

En la médula 6sea hay por tanto componentes intrinsecos y extrinsecos que influyen en el
balance del microambiente, que es critico para una normal osteogénesis y hematopoyesis, entre
otros procesos. En este microambiente participan otros fenotipos celulares, la matriz
extracelular, estructuras vasculares y nerviosas, y factores locales o sistémicos. Entre el
componente celular del estroma medular, hay un amplio rango de sefiales resultantes de la
actividad de los macréfagos, fibroblastos, osteoprogenitores, células madre hematopoyéticas y
su progenie, de las células endoteliales y reticulares, pero también de los adipocitos, con
procesos, funciones e interrelaciones que todavia no estan definidas, pero que intervienen en la

estructura del estroma y en la regulacion de la hematopoyesis (18,21).

Valoracion por imagen del compartimento graso

En los afos 70 la revolucion de la imagen supuso un desarrollo decisivo en la cuantificacién de
la composiciéon corporal. Hasta entonces, sélo técnicas antropométricas (peso, talla, perimetro
de cintura y grosor del pliegue cutaneo), imagenes radiograficas que estimaban el grosor del
tejido graso y anchura del musculo, y la impedancia bioeléctrica, constituian las técnicas

disponibles.

Los estudios densitométricos (dual energy X-ray absorptiometry, DXA o DEXA) de cuerpo entero
emergieron como el método de elecciéon en la evaluaciéon de la adiposidad en la investigaciéon
clinica, en estudios epidemiolégicos y en pacientes. Estos sistemas utilizan energias de dos
fotones que al atravesar los tejidos se atenuan, siendo medido por un detector, que estima el
contenido de cada pixel. De esta forma, se puede cuantificar el componente graso, el tejido libre
de grasa o componente magro, y el hueso, y han permitido dividir la masa corporal en cuatro
compartimentos (grasa, agua corporal total, minerales y masa residual) usando medidas de
densidad corporal, agua corporal total, y masa mineral ésea. Ademas, estos sistemas pueden
estimar estos tres componentes en la masa corporal total o en regiones seleccionadas. Asi, el

tejido libre de grasa o masa magra apendicular corresponde al musculo (31-33).



Figura 4. Estudio del componente corporal por DEXA: A, Imagen del componente mineral (izquierda) y del componente
graso y magro (derecha) B, Valores en gramos de la composicion corporal de partes blandas por regiones y total C, Valores
de la densidad mineral 6sea por regiones y total D, Indice de masa corporal

B
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La determinacion de la distribucidn regional de la grasa es cada vez mas importante en la
valoracién de la composicién corporal. En este aspecto la TC y la RM tienen cada vez mas
interés para estudios de la distribucién regional de la grasa corporal.

La TC proporciona imagenes de cualquier regién del cuerpo con una alta resolucién, y por tanto
una clara definiciéon entre el tejido adiposo, el musculo, visceras, cerebro y esqueleto. Se basa
en la atenuacién de rayos X al atravesar los distintos tejidos, se mide en densidad tomando
como referencia el aire y el agua, con valores -1000 y 0 unidades Hounsfield (UH),
respectivamente. Respecto a estas medidas la grasa mide aproximadamente -70 UH vy el
musculo 20 UH (1). Desde sus inicios ha sido una herramienta con la que se ha estimado la
masa muscular, la densidad muscular, el volumen visceral, la grasa hepatica, el tejido adiposo y
su distribuciéon, y se han realizado cuantificaciones mediante segmentacién, bien en una seccién
de imagen o mediante modelos de TC multicompartimental de todo el volumen corporal (34-
39). La aplicacién clinica mas extendida es la cuantificacién del volumen de grasa mediante la
segmentacion para la obtencidn del indice de grasa abdominal visceral (visceral adipose tissue o
VAT) respecto a la grasa abdominal subcutanea (subcutaneous adipose tissue o SAT), que es el
que mejor refleja la distribucién de la grasa corporal, y se relaciona con la presencia de
alteraciones metabdlicas como la resistencia a la insulina (40). Para su obtencion sélo es
necesario un corte axial a la altura de la cuarta vértebra lumbar que corresponde al area

umbilical.
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Figura 5. Distribucién del tejido adiposo en abdomen a nivel de L4. Se calcula el drea en cm? de A, grasa abdominal
visceral o VAT y B, el drea de grasa abdominal subcutanea o SAT, mediante técnica de segmentacion y considerando un
valor densitométrico de grasa.
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La RM al igual que la TC se ha utilizado para diferenciar y cuantificar tejido adiposo y muscular
mediante secuencias de Spin-Echo (SE) potenciadas en T1, la mayoria de estos estudios se han
aplicado sobre una imagen de seccion axial. Como no hay un reconocido riesgo de salud con el
uso de la RM, la hace idénea para la valoracion del tejido adiposo o musculo esquelético del
volumen corporal, mediante sistemas de MR corporal total que cuantifica la grasa y el agua
corporal. Se trata de una herramienta de gran proyeccién, con importantes avances no sélo en
la cuantificacion de tejidos, sino también en su medicién cualitativa, como el andlisis de la senal
dentro de un véxel de la imagen, permitiendo determinar la concentraciéon de agua-grasa con
técnicas de desplazamiento quimico (pj. técnicas DIXON, en fase y fuera de fase,..), y el
analisis de composicién del tejido mediante espectroscopia por RM de protén (*H-MRS) vy
espectroscopia por RM de fésforo 31 (*!P-MRS) (1).

Grasa muscular y *H-MRS

Introduccién a la espectroscopia RM

La espectroscopia de RM (MRS) es un método de imagen de deteccion y mediciéon de la
actividad celular, que proporciona informacién bioquimica de una amplia variedad de moléculas
en cualquier sistema biolégico. En funcién de las secuencias de pulsos aplicadas y los nlcleos
utilizados (hidrégeno 1, fésforo 31, carbono 13,...) se puede obtener informacién cuantitativa
acerca de un gran numero de metabolitos y su entorno.

Al igual que la formacion de imagen RM, la MRS estd basada en el magnetismo de los nulcleos
atomicos. En un campo magnético externo estatico, denominado By, estos nucleos se alinean. Al
aplicar un pulso de radiofrecuencia, la magnetizacion de estos nlcleos se desplaza en un angulo
determinado segun el pulso aplicado. Una vez la radiofrecuencia deja de actuar tienen lugar
procesos de relajacién, caracterizados por dos constantes de tiempo, T1 y T2, durante los
cuales la magnetizaciéon perturbada vuelve a la situacién inicial produciendo simultdneamente
una senal electromagnética que es recogida y amplificada y que constituye la llamada FID (Free
Induction Decay). La FID, mediante un artificio matematico, la transformada de Fourier, crea un

grafico de componentes de frecuencia, que corresponde al espectro.



Figura 6. A, Representacion de la sefial de RM en el tiempo B, Representacion de la frecuencia del espectro

C, Representacion de la sefial del metabolito en el grafico. Un pico se caracteriza por la frecuencia de resonancia (V,), la
altura del pico o amplitud (h), el ancho completo del pico en el punto medio maximo (b), y el drea del pico (integral)

de la frecuencia del espectro

A B C

= — l _ d

Un mismo nlcleo atémico al estar enlazado a distintos elementos o compuestos moleculares,
mostrard senales distintas y por tanto frecuencias diferentes. Este efecto de desplazamiento

de la frecuencia de resonancia se conoce como "desplazamiento quimico" o “chemical shift”, y
es lo que permite detectar diferentes metabolitos y sustancias. Los datos de MRS se exponen en
un grafico: en el eje x se representa la frecuencia, que estad medida en partes por millon (ppm)
y en el que se encuentran los diferentes metabolitos representados segin su desplazamiento
quimico respecto a una sefial de referencia (como puede ser el agua, que se sitla en una
posicién de 4.7 ppm), y en el eje y se representa la intensidad de sefial del metabolito. La
medida mas utilizada es el area bajo la curva o integral del pico, que corresponde a la
concentracion del metabolito, y es proporcional al nimero de nucleos que contribuyen a la

sefal.

La calidad del espectro estd determinada en gran medida por la relacion sefial/ruido. Esta
relacién aumenta al aumentar el nimero de adquisiciones y el tiempo de repeticiéon (TR). El TR
es critico, ya que la sefial se reducird si la muestra no tiene tiempo de relajarse hasta la
magnetizacién de equilibrio. Se estima que un TR de al menos 1500 milisegundos (ms) es

optimo.

Otro punto importante es la supresién del pico del agua, debido a su gran tamafio (la
concentracion del agua puede ser 10000 veces mayor que la de otro metabolito) puede
dificultar la visualizacién de otros picos (41). Los metabolitos pueden medirse comparando un
pico con otro de la misma muestra (cuantificacién relativa) o comparandolo con un metabolito
externo en cantidades conocidas (cuantificacidon absoluta) (42). Para la cuantificacién relativa se
puede utilizar en 'H-MRS la sefial de agua como referencia relativamente estable. Hay
diferentes software para cuantificar metabolitos en 'H-MRS, ademéas del que proporcionan los

equipos; los externos mas utilizados son jMRUI y LCModel.
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!H-MRS en el musculo

MRS del musculo esquelético ha precedido a otras aplicaciones de MRS en vivo en humano,
focalizdndose inicialmente en el metabolismo energético mediante 3!P-MRS. Pese a que el
hidrégeno (*H) forma parte de practicamente todas las moléculas de interés, y se puede realizar
con equipos estandar, la aplicacién de la *H-MRS en el musculo no tomé importancia hasta que
se observd que los niveles de triglicéridos intramiocelulares se relacionaban con niveles de

resistencia a la insulina.

Las primeras observaciones de 'H-MRS mostraban dos grandes picos de agua y lipidos que
ocultaban las resonancias de otros metabolitos. El desarrollo de secuencias de atenuacién de la
senal del agua, mejora en los gradientes y técnicas de localizacién espacial mediante el uso de
gradientes pulsantes y excitacidn selectiva, como PRESS (point-resolved spectroscopy) y STEAM
(stimulated echo acquisition mode) con cuidadoso posicionamiento del volumen de interés (VOI)
que evitara la grasa subcutdnea, o secuencias chemical shift imaging (CSI) con un VOI en forma

de multivoxel, supusieron un primer paso para el inicio de un gran niamero de estudios.

El pulso de secuencia mas empleado es la PRESS, y con ella varios investigadores demostraron
que los IMCL y EMCL presentaban una variacion de frecuencia de resonancia de
aproximadamente 0.2 ppm, atribuida a su localizacién en compartimentos diferentes que
ocasiona lo que se define como efecto de susceptibilidad o desplazamiento quimico. Asi, el pico
en la frecuencia de 1.5 ppm correspondia a trigliceridos en adipocitos fuera de la célula (EMCL)
y en 1.3 ppm a triglicéridos en el citoplasma de células musculares (IMCL). Ambos triglicéridos
musculares tienen una naturaleza quimica idéntica, aunque la estructura muscular con la
distribucion de EMCL en laminas y tubos entre las fibras musculares siguiendo sus orientaciones
diferentes, y la de IMCL localizados en gotitas esféricas dentro de las células, determinan que
presenten diferentes tiempos de relajacién T2, y esa diferencia en la frecuencia de resonancia
(43-45).

Los picos de triglicéridos que se corresponden con las resonancias de los protones de metilo (-
CH3) y metileno (-CH2) de las cadenas acetil de triglicéridos, que se ven entre frecuencias de
0.9 a 1.6 ppm son: picos de metilenos en la posiciéon 1.3 6 1.4 ppm y de metilos en 0.9 6 1.0
ppm (los dos valores para cada grupo dependen de la posicidn del pico del agua, 4.7 6 4.8 ppm,
respectivamente) corresponden a triglicéridos dentro de la célula independiente del tejido
(muscular, hepatico y cardiaco), y los picos de metilenos en la posicién 1.5 6 1.6 ppm y de
metilos en 1.1 6 1.2 ppm corresponden a triglicéridos fuera de la célula (en musculo y en tejido
celular subcutdneo) (46-48). Pero hay otros grupos de triglicéridos en la célula muscular,
metilenos alilicos (-CH2) en la posicién 2.0 ppm (IMCL) y 2.15 ppm (EMCL), metilenos dialilicos
(-CH2) en la posicion 2.7 pmm (MCL) y 2.85 ppm (EMCL), y metilenos olefinicos en la posicién
5.3 (IMCL) y 5.45 (EMCL) (49).



Es importante adquirir la 'H-MRS en el musculo con un volumen de seleccién, cuidando la
colocacién del véxel en regiones sin grasa visible, asi como su tamafio, para evitar errores en la
cuantificacion de IMCL. Mientras la distribucién de IMCL en el musculo es homogénea, la de
EMCL es heterogénea, con un incremento desproporcionado cuando se aumenta el tamafio del
voxel en comparacion con los IMCL (44), por lo que a diferencia de otros tejidos no siempre un
voxel grande nos va a beneficiar. Ademas, un exceso de EMCL , asi como una angulacion de la
fibras musculares y por tanto de las bandas de EMCL con respecto al campo magnético principal

By, puede determinar que las resonancias de los IMCL y EMCL se solapen, con errores de
cuantificacion (46,50).

Figura 7. Esquema de la superposicion del pico de EMCL sobre el pico de IMCL segin la posicion del voxel, con limitacion
en la cuantificacion de IMCL (6)
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La cuantificacién de IMCL por 'H-MRS se ha realizado en los diferentes trabajos publicados en
los musculos séleo y tibial anterior. Estos musculos tienen una actividad y composicion de fibras
diferente. Las fibras del tibial anterior son predominantemente paralelas al campo magnético
(aproximadamente 9°), mientras las del soleo presentan un mayor angulo (aproximadamente a
450 con respecto al Bg) (51), esto determina que la separaciéon entre los picos de IMCL y EMCL
sea mayor en el tibial anterior, con menor error en la cuantificacion. Ademas, la sefial de EMCL

en el musculo soleo es mayor que en el tibial anterior, afectando potencialmente la exactitud en
la cuantificacién de IMCL (52).

Figura 8. Plano coronal de SE T1 de RM en piernas. Se muestra la direccién de las fibras musculares en el mdsculo séleo
(A) y tibial anterior (B) con angulos con respecto a la direccion del campo magnético By. Las fibras del musculo séleo

muestra mayor angulo que las del tibial anterior.

A B
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El musculo tibial anterior contiene un mayor porcentaje de fibras de accién rapidas glicoliticas o
tipo II, que usan los hidratos de carbono como medio de energia para realizar movimientos
rapidos, mientras el séleo contiene predominantemente fibras accién lentas oxidativas o tipo I,
utilizando la grasa para energia de una actividad sostenida. Por tanto, aunque en el tibial
anterior la separacién de picos de lipidos es éptima por la direccidon de sus fibras, el soleo es
mas sensible a la dindmica de la insulina debido a su composiciéon de fibras. Otros musculos,
como el vasto lateral, se ha utilizado en el estudio de triglicéridos musculares mediante *H-MRS,

aunque se propone como el mas indicado cuando es necesaria una biopsia (53-56)

Los examenes de 'H-MRS han demostrado una adecuada correlacién de los niveles de IMCL
frente a los estudios bioquimicos y de microscopia electrénica tras la obtenciéon de una biopsia
muscular (11,46). Al no ser invasivos, pueden repetirse con una alta resolucién temporal,
aunque existe una variabilidad que depende de factores no sélo derivados de la técnica y del
analisis, sino también de factores bioldgicos propios del musculo como son la actividad fisica, la
dieta y medicaciones, que pueden afectar la sensibilidad en la deteccién de cambios en estudios
longitudinales. El coeficiente de variacién en las cuantificaciones de IMCL debidos a la técnica
(en individuos a los que se realiz6 varias adquisiciones de MRS el mismo dia, retirando el sujeto
del iman y reposicionandolo de nuevo) en el musculo séleo han oscilado entre el 7.9% vy el
13,6%, con un 2.3% para medidas que se repitieron sin reposicionar al sujeto, y en el muasculo
tibial anterior se ha descrito una variabilidad del 6.7%, y entre un 13.2% hasta un 20.4% segun
el tipo de andlisis realizado. Las variaciones observadas considerando todos los factores
(técnicos, de andlisis y bioldgicos) en medidas obtenidas en diferentes dias, muestran
variaciones para el tibial anterior de un 6.1%, y entre un 14,4% a un 20.6% segun el tipo de
analisis realizado, aunque eran cambios estadisticamente no significativos, observando que del
global de variabilidad en las medidas de IMCL, un 50% es atribuible a factores no bioldgicos
(44,46,53,57) (Tabla 1).

Tabla 1. Variabilidad en la cuantificacién de IMCL en *H-MRS descrita en la literatura

Autor Misculo Variabilidad técnica Variabilidad técnica y biolégica
(Mediciones en el mismo dia) (Mediciones en diferentes dias)
Boesch 1997 Tibial anterior 6.7% * 6.1%
13.4% * (IMCLa /jMRUI) 14.4% (IMCLa /ijMRUI)
o/ * 1 0, f
Torriani 2005 Tibial anterior 20.4% * (IMCLcr /jMRUI) 18.9% (IMCLcr /iMRUI)
13.2% * (IMCLa /LCModel) 20.6% (IMCLa /LCModel)
15.5% * (IMCLcr /LCModel) 18.1% (IMCLcr /LCModel)
o *
Rico-Sanz J 1998 Soleo 13.6%
2.3%**

11.8% * (delgados)

Szczepaniak LS 1999 Soleo
7.9% * (obesos)

* Con reposicién del individuo ** Sin reposicién del individuo
IMCLa: IMCL referenciados respecto al agua, IMCLcr: IMCL referenciados respecto a la creatina
JMRUI: programa de procesado, LCModel: programa de procesado



La reproducibilidad de las medidas es mas estable para los IMCL que para los EMCL. Los EMCL,
por su distribucion heterogénea entre las fibras musculares, muestran una variabilidad intradia
en el musculo séleo de 22.6% (en delgados) y 52.5% (en obesos), en tibial anterior intradia de
entre 16.2% a 20.7% y del global entre 26.6% a 31.3%, segun el método de analisis empleado,
e incluso hay autores que han descrito variabilidades de un 50% y un 74% (46,53,58,59).
Todos estos estudios fueron realizados en equipos de 1.5T y con un tiempo de eco (TE) bajo, y
aunque se pueden obtener mejores resultados con valores By mas altos (RM de mayor campo) y
con aumento del TE al permitir una mejor separacién de los picos, el artefacto de susceptibilidad
gue acontece en los equipos de mayor campo y una menor relacion sefial/ruido que tiene lugar
cuando aumentamos el TE, determina que no siempre se mejore en la precision de las medidas
(60,61).

La distribucién homogénea de los IMCL en el musculo determina que pequefios cambios en la
posicién del VOI no causan variacién en su cuantificacién, pero si influye en la cuantificacién de
EMCL por su distribucidon heterogénea, y que a su vez puede afectar la cuantificacién de IMCL.
Por tanto, estos estudios deben de realizarse con estricto control de los parametros de

adquisicién de la imagen, principalmente en estudios longitudinales.

Se ha analizado también la variabilidad en la cuantificacién de triglicéridos musculares en 'H-
MRS segun el software utilizado para el procesado de las espectros, y el metabolito de
referencia (agua o creatina) para una cuantificacién relativa (53). Este estudio comparaba los
software jMRUI y LCModel, y los resultados eran similares cuando se referencia con el agua para
los dos sistemas en las valoraciones transversales intradia, y con menos variabilidad para jMRUI
referenciado al agua, seguido de LCModel referenciado con la creatina para valoraciones
longitudinales en diferentes dias (Tabla 1). Estudios posteriores han mostrado el analisis de

IMCL con LCModel como adecuado y robusto, con una adecuada diferenciacién de picos (60-63).

Pero los IMCL es un grupo de grasas metabdlicamente muy activo, utilizado por el musculo
durante el ejercicio, y su concentracién es dindmica, siendo cambiante en relacién a un
entrenamiento, dieta, pérdida de peso, y ejercicio. Aunque hay una variabilidad en las
mediciones de IMCL mediante MRS, ésta es menor que el porcentaje de incremento de estos
lipidos en algunas patologias. Comparando con las concentraciones de IMCL en sujetos
normales, se ha descrito un aumento de IMCL de entre 57-84% en paciente con resistencia a la
insulina, entre un 130-134% en pacientes infectados con VIH vy lipodistrofia, e incluso
incrementos de hasta un 210% en pacientes obesos (64-66). Las ventajas de este método
sobre la forma de cuantificacién de la grasa muscular mediante biopsia es el mayor volumen de
muestra accesible que se puede estudiar, ademds de poder investigar la misma zona repetidas

veces en los estudios longitudinales.
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Procesado de los espectros de 'H-MRS de misculo: LCModel

LCModel es un programa que permite la cuantificacion automatica de espectros por RM de
protéon en vivo. Este método fue desarrollado por Stephen W. Provencher y comercializado en
el ano 1992. Su aplicacién no sdlo es para el estudio de metabolitos cerebrales, si no también
para otros multiples tejidos que se han implementado a lo largo de los afios, como el estudio de
agua y lipidos en médula 6sea, agua, lipidos y creatina en mama e higado, y para estudio de
lipidos, creatina, taurina y colina en musculo (67-69). Trabaja en un soporte Linux, y presenta
aplicaciones automaticas adaptadas a cada area de estudio, tipo de RM (desde 1,5T a 9,4T, de
todas las marcas,), tipo de secuencias (particularmente con TE corto) y tipo de adquisicién

(univoxel y multivoxel) (69).

En la valoracién de los metabolitos musculares muestra una buena correlacién con el programa
jMRUI, con una exactitud comparable (70). Aunque LCModel realiza una cuantificacién
automatica, permite modificar algunos parametros. En frecuencia del espectro, denominado
PPMST y PPMEND, se recomiendan valores entre 3.7 y -2.0. En la espectroscopia de musculo se
recomienda realizar “eddy current correction” o “correccion de la corriente de Foucolt”, que
permite la correccion de la forma de las resonancias, de las distorsiones de fase y frecuencia en
la sefial. Para corregirlas se utiliza la FID sin presaturacién del agua. Las modulaciones de fase
y frecuencia estdn causadas por inhomogeneidades del campo magnético y por las “corrientes
de Foucolt” que se generan al producirse variaciones en el campo magnético con la aplicacién
de los gradientes. A partir de la sefial del agua se calcula un factor de correccién, que al
aplicarse a la FID del metabolito, se obtiene una FID corregida, que afecta a la fase pero no a la

amplitud original de las sefiales.

Al realizar cuantificaciones en tejido “en vivo” para obtener concentraciones absolutas de los
metabolitos, se deben referenciar los resultados con una muestra externa con sustancias de
concentracidon conocida, o con respecto al pico del agua sobre la frecuencia 4.65 ppm, desde la
obtencion de una FID sin presaturacién del agua. Para esta Ultima opcidn se selecciona “water
scaling” en el software. Los resultados se obtienen en milimoles (mM) o en “institutional units”
(IU). Ademas de una cuantificacién absoluta con respecto al agua, se pueden obtener resultados
relativos en forma de ratios con respecto a otros metabolitos, como la creatina, en la frecuencia
3.03 ppm. Los ratios de concentraciéon con otros metabolitos no se afectan por la referencia al
agua, y son menos sensibles a la relajacion, a los efectos de volumen parcial y a los posibles
cambios de concentracidon de agua, siendo en teoria resultados mas robustos, y los resultados
obtenidos no tienen medida. En el estudio de Torriani M, 2005 (53) se observd que los
resultados de IMCL referenciados con la creatina muestran una variabilidad final similar que los
referenciados con respecto al agua para LCModel. Otros autores han utilizado la sefial de la
grasa de la médula 6sea como referente en la cuantificacion de IMCL en estudios volumétricos
(3D) de MRS, con una adecuada correlacidn con la cuantificacién referenciada con un aceite

vegetal externo (71).



Una vez realizados los ajustes de parametros se aplica el procesado, seleccionando primero los
datos del espectro con supresién del pico del agua, y posteriormente el espectro sin supresiéon
del pico del agua, y se obtiene:

* Una representacién de los picos de los metabolitos: El eje “x” corresponde a la frecuencia
en ppm Yy se encuentran los diferentes metabolitos representados segin su
desplazamiento quimico respecto a una sefal de referencia, y en el eje “y” esta
representada la intensidad de sefial del pico del metabolito (Figura 9, parte A).

* Una representacion de las sefiales eliminadas que corresponde a ruido (Figura 9, parte B).

* Una tabla con la concentracidon del metabolito con respecto al pico del agua (Conc.), y que
se corresponde con el area bajo la curva en mM o IU; el porcentaje de desviacidon
estandar (%SD); y valor del ratio de cada metabolito con respecto a la creatina (/Cr)
(Figura 9, parte C).

* Una tabla de informacién de errores e incidencias (DIAGNOSTICS) (Figura 9, parte D).

e Una tabla de datos sobre parametros de salida de los resultados (MISCELLANEOUS
OUTPUT) (Figura 9, parte E).

e Una tabla en la que se especifica los pardmetros introducidos para realizar el analisis
(INPUT CHANGES) (Figura 9, parte F).

Figura 9. Resultados de un espectro por 'H-MRS de musculo procesada con LCModel
- LCModel (Version 6.2-1G) Copynght: S.W. Provencher. Aot Magn, Reson. Med. 30.672-679 (1993)
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Los triglicéridos analizados incluyen cadenas de n-metileno (-CH2), metilo (-CH3) vy alilico
metileno dialilico (-CH2) para triglicéridos intramiocelulares en posiciones de la espectro 1.3
(correspondiendo a IMCL13), 0.9 (correspondiendo a I09), y 2.1 (correspondiendo a I21),
respectivamente, y para lipidos extramiocelulares en las posiciones 1.5 (correspondiendo a
EMCL15), 1.1 (correspondiendo a E11), y 2.3 (correspondiendo a E23), respectivamente.
Ademads se obtiene cuantificaciones de creatina (grupos -CH3) en las posiciones 3.03, 2.08 y 3.2
ppm, taurina (grupos -CH3) en la regiéon 3.34-3.6 ppm que puede influir en la senal de la

creatina en el 3.03, y colina en la regién 3.2 ppm.
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Médula 6sea grasa y RM

La Rx constituye el método inicial para el estudio del hueso, aunque obtendremos mas detalle
de la estructura 6sea con los estudios de TC. Los estudios gammagraficos permiten valorar
aspectos fisioldgicos y metabdlicos de los elementos medulares o de la estructura Osea
adyacente, incluyéndose técnicas hibridas como la tomografia computarizada por emisiéon de
fotdn / tomografia computarizada (SPECT-TC) y la tomografia por emision de positrones-
tomografia (PET-TC). Pero es la RM el método mdas adecuado para valorar directamente los

componentes de la médula 6sea.

Al igual que la MRS, la formacion de imagen de RM estd basada en el magnetismo de los
nucleos atémicos. Pero a diferencia de la MRS, la senal electromagnética o FID en los procesos
de relajacion, y mediante la transformada de Fourier, se crea una imagen, con sefales
diferentes en dependencia del entorno del nldcleo. Las diferencias de contraste en las imagenes
de RM estan dictadas por la densidad de los nucleos de hidrégeno o protones y por los tiempos
de relajacién T1 y T2 de los tejidos. Segun el pulso de secuencia seleccionado realzaremos o
suprimiremos uno o varios de estos parametros, para enfatizar la sefial de algin componente
determinado de los tejidos (21). El tiempo T1 es el tiempo que tarda en recuperar un tejido el
63% de su magnetizacion longitudinal después de la excitacién y también el tiempo que tardan
los protones en alinearse cuando se introducen en un campo magnético. En un sélido o en la
grasa estos intercambios de energia son muy rapidos, por lo que su T1 es corto y su sefial
elevada, mientras que en el liquido la pérdida de energia es mas lenta y por tanto su T1 es
largo. La relajaciéon T2 es el tiempo que tarda en desfasarse el 63% de los espines cuando
acaba el impulso de radiofrecuencia, quedando un 37% con la magnetizacién inicial, vy
dependera del tejido donde se encuentren, en el liquido los espines estan en fase mas tiempo y

por eso su T2 es mas largo, mientras en sdélidos se desfasan antes y presentan un T2 mas corto.

Figura 10. Representacion gréfica de los tiempos de relajacion T1 (A) y T2 (B) de los tejidos
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Sefal y secuencias en médula ésea

El componente mineral de la médula 6sea no produce sefial debido a la pérdida de movilidad de
los protones. Los otros dos componentes principales, el agua y la grasa, contribuyen a la mayor
parte de la sefial medular vista en RM. Ambos componentes tienen una densidad de protones
similar, sin embargo muestran una diferencia significativa en sus tiempos de relajaciéon T1 y T2,

siendo crucial para su diferenciacién.

Los protones de grasa que comprenden grupos CH2 hidrofébicos tienen un tiempo de relajacion
T1 corto y T2 relativamente largo. Las moléculas de agua, con un mayor tamafo, tienen un
tiempo de relajacion T1 y T2 mas largo que los protones de grasa. Pero el agua de los tejidos se
presenta en dos compartimentos, agua libre o extracelular con tiempos T1 y T2 largos, mientras
el intracelular presenta valores T1 y T2 mas cortos, por lo que la sefial resultante en los tejidos
no grasos resulta menor que el agua. Este factor, junto con el componente proteico y entre un
25% a un 50% de componente graso que tiene la médula roja, determina que la intensidad de
sefial resultante presentard un tiempo de relajacién T1 mas largo que la médula amarilla pero
un tiempo T2 que variard segun el equilibrio entre sus componentes. De esta forma, una
variacion en el balance entre el componente graso y no graso medular, por un contenido
anormal celular, de matriz 6sea o de sustancia intersticial, es facilmente detectable por RM
(15,21).

La secuencia clasicamente utilizada y con alta sensibilidad para la valoracién del componente
graso/no graso medular es la de SE potenciada en T1. Con esta secuencia la sefial de la grasa
es Optima, ya que utiliza tiempos de repeticiéon (TR) y tiempos de eco (TE) cortos, el contraste
es predominantemente una funcién del tiempo de relajacidén T1, y por tanto realza la diferencia
de sefial entre la grasa, la médula roja y el resto de procesos patoldgicos. Con esta secuencia la
médula dsea amarilla muestra una sefial alta, el agua una sefial baja, y la médula roja una
sefial intermedia por su contenido de agua y grasa.

El contraste en la secuencia de SE potenciada en T2 estandar o rapida, refleja diferencias en los
tiempos de relajacién T2, siendo poco Util para diferenciar médula amarilla de roja ya que
ambas presentan tiempos de relajaciéon T2 préximos. Para realzar esta diferencia la secuencias
gue suprimen la sefial de la grasa, como la potenciada en T2 radpida con saturacién de grasa, y
tiempo de inversién corto (T1) con recuperacién de la inversién (short-tau inversion recovery o
STIR), asi como las potenciadas en T1 tras la administracién de componentes de gadolinio por
via intravenosa y aplicando saturacion espectral de la grasa, permiten realzar la sefial del
componente no graso, y la Ultima ademads, permite diferenciar un componente sélido de uno
liquido.

La secuencia en eco de gradiente obtenida con un tiempo de eco en el que los protones de
grasa y agua estan opuestos o fuera de fase, permite la deteccién de cambios en el balance de
grasa/no grasa. En esta secuencia las dreas con predomino de componente graso o de agua

muestran una intensidad de sefial alta, mientras las zonas con un contenido mixto de grasa y
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agua (como la médula hematopoyética, y en estados de infiltracién leve sin desplazamiento del
componente graso) muestran una intensidad de sefial baja, ya que los pixeles de imagen con el
mismo porcentaje de grasa y agua resultard en una anulaciéon de la sefial, debido a que cada

uno de estos componentes tendra sefiales opuestas (15,16,21).

Valoracién del componente medular en RM

Se han clasificado los cambios de la médula 6sea segun la sefial que presentan en las imagenes
de RM de SE potenciada en T1. La sefial aumentard en los procesos con deplecién de médula
roja en la que el componente graso aumenta, y cuando hay disminucién de un proceso de
infiltracién, de reemplazamiento o de vacio de sefal. En un proceso infiltrativo la senal
disminuird levemente ya que no hay una ausencia total de la grasa. En un reemplazamiento, la
sefial es menor y mas homogénea, por desaparicion de la grasa. En un vacio de sefial, la
intensidad es muy baja, similar al hueso cortical, con también desaparicién completa de la
grasa. El analisis del patron del cambio de sefial, y su distribuciéon en focal, regional o difusa,

nos acercara hacia la etiologia del cambio (16) (Tabla 2).

Tabla 2. Causas mas frecuentes seguin el patrén de afectacion en las imagenes en T1 propuesto por Vande Berg BC, 1998
(16)

Deplecién de médula roja (aumento de sefial en T1)

Infiltracién de médula (disminucién leve de sefial en T1)

Focal

Variante normal
Regeneracion de una lesion
Hemangioma

Enfermedad articular crénica adyacente
Lipoma

Regional

Radioterapia

Difuso

Aplasia medular

Aumento de glucocorticoides
Cambios tdxicos en médula

Focal

Alteraciones cartilaginosas o sinovial articular
Fractura 6sea y contusion dsea

Osteoporosis transitoria y alteraciones relacionadas
Necrosis avascular

Infeccién

Un hueso

Enfermedad de Paget

Difuso

Reconversion a médula hematopoyética
Alteraciones metabdlicas y de almacenamiento
Neoplasias

Reemplazamiento medular (disminucién severa de la sefal)

Vacio de sefial (sefial similar al cértex 6seo)

Focal

Neoplasia

Infeccion

Fractura

Osteonecrosis

Quiste subcondral

Difuso

Neoplasia

Desordenes metabdlicos y de almacenamiento

Focal

Islote 6seo

Gas o vacio intradseo
Cuerpo extrafio

Difuso
Hemosiderosis

Este es un sistema de clasificacion descriptivo, y el componente que ocupa la cavidad medular y
altera el balance grasa/no grasa puede ser edematoso, fibroso, liquido, necrético, gaseoso,
hueso o celular, incluyendo componente graso, neoplasico e inflamatorio. El estudio con otras
secuencias, junto con la consideracion de la localizacion topografica, y la relacion con la cortical
y partes blandas adyacentes, acotaran el diagnéstico. En areas de médula grasa o con
predominio de ella, las imagenes potenciadas en T1 pueden ser suficientes para la deteccién de
lesién (72).



Ademds de una valoracién cualitativa de los componentes en médula, se puede realizar una
cuantificacion del componente graso/no graso, mediante la determinaciéon del tiempo de
relajacién T1, del ratio y/o proporcién agua/grasa (cambios de la intensidad de sefial en
imagenes en fase y fuera de fase) y mediante estudios de MRS, que son mas sensibles a
pequefios cambios en el balance (15,16). Hay otras herramientas cuantitativas, pero valoran

componentes no grasos de la médula dsea, como la difusidn, estudios dindmicos y la perfusion.

Los estudios cuantitativos y la mayoria de los cualitativos se realizan sobre una zona especifica.
Los estudios cualitativos de RM se pueden también realizar del cuerpo entero para valoracién de
todo el patréon medular. El desarrollo de sistemas multicanal, técnicas de imagen en paralelo,
movimiento automatico de mesa, y la introduccién de equipos de alto campo, han reducido

sustancialmente el tiempo de adquisicion de las imagenes de RM de cuerpo entero, sin
compromiso de su resolucion espacial. Se suelen obtener las imagenes en un plano coronal y en

varias estaciones, con secuencias potenciadas en T1 y STIR, y recientemente se estan
introduciendo secuencias en difusion. La RM de cuerpo entero para estudio de la médula 6sea se
inicid6 en la deteccién y seguimiento de procesos neopldsicos (metastasis y enfermedades
hematoldgicas), se propone en la valoracién de enfermedades benignas odseas con
predisposicién a malignizar, la osteonecrosis, malformaciones vasculares difusas, y se proyecta
como un método en traumatismos no accidentales, autopsia virtual, asi como en la obtencién de

mapas de grasa corporal (73,74).

VIH y lipodistrofia

La lipodistrofia representa un efecto adverso muy en relacién con la terapia antirretroviral en los
pacientes infectados con el VIH. En los afios previos al uso del TARGA, la progresién de la
infeccion se acompanaba de una pérdida de peso, que en la forma mas severa se reconocia
como un sindrome de desgaste, que era una condicién que definia el SIDA. En este sindrome
habia una pérdida de la masa grasa y no grasa, siendo diferenciador de la lipodistrofia en la que
Unicamente se afecta el tejido graso. Desde la introducciéon del TARGA en 1996, el sindrome de
lipodistrofia ha llegado a ser uno de los principales efectos adversos , que afecta a la mitad o
incluso mas de los pacientes infectados en tratamiento (75-77).

Se estima una prevalencia mundial de poblacién infectada por el VIH de unos 33.3 millones
(Diciembre 2009), de los que aproximadamente la mitad estan en tratamiento. En Espafa la
prevalencia de infeccién es de unos 130.000 (120.000-150.000), unos 3/1000 habitantes, de
los cuales 79.500 estan recibiendo tratamiento antirretroviral (78), considerando que mas de
40.000 infectados por el VIH en tratamiento con TARGA pueden presentar potencialmente este

sindrome metabdlico.
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VIH y TARGA

Hay dos tipos de virus VIH, el VIH tipo I (VIH-1) que es el mas frecuente y cuando no se
especifica el tipo de virus se refiere a este, y el VIH tipo II (VIH-2) que es poco frecuente y se

concentran los casos en una zona de Africa occidental.

El principal indicador de la infeccidn por el virus es la disminuciéon de la inmunidad celular, con
la pérdida de células CD4*, que son linfocitos T expresando el receptor CD4. Un individuo
normal tiene un rango celular entre 500 y 1300 células/mm?, su disminucién por debajo de 200
células/mm? supone un riesgo para las infecciones oportunistas y neoplasias malignas, siendo
categorizado como SIDA (79). El virus infecta estas células T CD4", asi como macrofagos y
células dendriticas, y la transcriptasa inversa del virus convierte su RNA en DNA de doble
cadena que pasa al nuacleo celular, en donde por mediaciéon de la encima viral integrasa lo
incorpora al DNA de la célula huésped. A partir de ahi el DNA del nlcleo sintetiza RNA y
proteinas virales, que en la membrana plasmatica de la célula huésped y mediante la encima

viral proteasa, se forman nuevos virus (80).

La introduccién de la combinaciéon de una terapia antirretroviral triple o TARGA, que bloquea la
entrada del virus en la célula, e inhibe las encimas transcriptasa reversa y proteasa, permitiod
controlar la replicacidon del virus, y parar y regenerar las células CD4" (81). En la Ultima revision
de las guias de tratamiento de la organizacién mundial de la salud, se recomienda iniciar la
terapia antirretroviral en un nivel de CD4* menor de 350 células/mm?3. Con este criterio se ha
aumentado el nimero de sujetos en terapia antirretroviral entre la poblacién mundial infectada,

que alcanza los 15 millones en la revision del 2010 (78).

Los agentes antirretrovirales se agrupan en inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de
nucledsidos (nucleoside reverse-transcriptase inhibitors, NRTI), inhibidores de la transcriptasa
inversa no analogos de nucledsidos (non-nucleoside reverse-transcriptase inhibitors, NNRTI),
inhibidores de la proteasa (protease inhibitors, PI), e inhibidores de la entrada, que como su
nombre indica, bloquean la entrada del virus en la célula. La toxicidad relacionada con este
tratamiento antirretroviral se ha convertido en un importante punto de atencién y estudio en el
manejo del VIH. Los efectos secundarios de estos farmacos son principalmente atribuidos a la
toxicidad mitocondrial de los NRTI, al que se suma el efecto negativo sobre la mitocondria del
propio VIH (82,83).



Tabla 3 . Farmacos antirretrovirales

Inhibidores de la

Inhibidores de la

:r’:,':::gt:;zgos :;igf:;‘ﬁfiiélogos Inhibidores de la Inhibidores de Inhibidores de Ia 'C'Lhr'r';'g:;f:r
de nucleésidos de nucleésidos A 2R ) A DB CCR5
(NRTI) (NNRTI)
Zidovudina AZT/ZDV Nevirapina NVP Saquinavir SQV Enfuvirtide T-20 Raltegravir MK-0518 Maraviroc
Lamivudina 3TC Efavirenz EFV Ritonavir RTV
Didanosina ddl| Etravirina TMC125 Indinavir IDV
Estavudina d4T Nelfinavir NFV
Zalcitabina ddC Amprenavir APV
Abacavir ABC Lopinavir LPV
Tenofovir TDF Fosamprenavir fAPV
Atazanavir ATZ
Darunavir TMC114
Tipranavir TPV

Patogénesis de la lipodistrofia

La lipodistrofia en pacientes infectados por el VIH-1 representa uno de los efectos adversos de
la terapia antirretroviral, no limitada a un farmaco especifico o grupo de farmacos. Aunque se
considera que es un fendémeno multifactorial, en el que interviene como factor de riesgo
principal el TARGA y su tiempo de administracion (en especial por los inhibidores de la proteasa
y los inhibidores de la transcriptasa reversa de los nucledsidos o NRTI, principalmente la
estavudina y la zidovudina), asi como la propia infeccién por el VIH (84), y factores intrinsecos
del huésped (edad, sexo, raza, indice de masa corporal, nivel de CD4, y la carga viral, entre
otros) (85,86), se ha demostrado que los cambios mitocondriales son un hallazgo relevante en

la fisiopatologia de este sindrome (84,87,88).

El sindrome de lipodistrofia inicialmente se atribuyé al uso de inhibidores de proteasas, si bien
posteriormente se comprob6 que este protagonismo recaia en los andlogos de nucleédsidos y
muy particularmente en los analogos de timidina como son estavudina (d4T) y zidovudina

(AZT/ZDV), siendo los inihibidores de la proteasa potenciadores de sus efectos (89).

Los farmacos NRTI constituyen el pilar del tratamiento antirretroviral, con distintas acciones
sobre la replicacién viral, pero pueden interaccionar con multiples elementos a nivel molecular,
entre ellos con la ADN polimerasa B y y, enzimas que intervienen en la reparacién del ADN y en
la replicacién del ADN mitocondrial, respectivamente. La interaccién sobre la ADN polimerasa vy
seria causante de una disfuncién mitocondrial con alteracidon en su capacidad oxidativa (90,91).
Una alteracion previa subclinica de la funcion oxidativa mitocondrial en relacién a la edad, por
deficiencias metabdlicas, por interaccidon de otros farmacos o por mutaciones congénitas, serian
factores que predisponen a una mayor toxicidad de estos farmacos, y debido a este factor, no
se puede predecir el riesgo a la alteracién en cada individuo. Por otro lado, cada farmaco tiene
afinidades especificas a distintos tejidos con grados de toxicidad diferente en dependencia de su
accion sobre la ADN polimerasa vy, el mayor o menor papel mitocondrial en los tejidos, y la
cinética de cada NRTI en cada tejido. En este aspecto, aunque se reconoce que farmacos como

el ddC tiene una mayor potencia de inhibicién de la enzima polimerasa y, seguidos del ddl y d4T,
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clinicamente se ha observado que farmacos como el ddC y el d4T tienen mayor toxicidad
mitocondrial que el AZT y el ddl (Figura 11) (92,93). Ademas, se reconoce de forma especifica
que el AZT tienen afinidad especial sobre el musculo y puede ocasionar miopatia, y el d4T es

mas afin a ocasionar alteraciones metabdlicas y lipoatrofia periférica (89,92).

Figura 11. Disfuncién mitocondrial de farmacos NRTI medido segun niveles de d&cido lactico, indicador clinico de la
alteracion de la fosforilacién oxidativa mitocondrial. Su aumento esta ocasionado por la obtencién de la energia celular via
glicolitica en el citoplasma, junto con una deficiencia de su aclaramiento por asociacion con una alteracion hepatica. La
estavudina (d4T) muestra mayor toxicidad mitocondrial que la zidovudina (ZDV) (93).
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Especificamente sobre el tejido graso los NRTI muestran muiltiples y diferentes interacciones
interconectadas a nivel molecular, que ocasionan una disfuncién en el adipocito periférico. Se ha
observado alteracién de la funcion mitocondrial por la disminucién del DNA mitocondrial y una
disminucién en la expresién del RNA mitocondrial en adipocitos, con interferencia en genes que
intervienen en el metabolismo lipidico; se describe también una alteracién sobre la
diferenciacion, maduracién y tamafio del adipocito, asi como un aumento de la apoptosis o
muerte celular programada (94,95). La disminucién de la capacidad de aciumulo de grasas en
los adipocitos periféricos, ocasionaria un aumento en la circulacion de los triglicéridos
desplazados, y un acimulo secundario en depédsitos como son los miocitos y el tejido graso
visceral intraabdominal. Por otro lado, se sugiere que la interferencia en la capacidad oxidativa
de la mitocondria, ocasiona un acimulo secundario de triglicéridos no utilizados en el musculo y
el higado, que son las principales localizaciones con capacidad oxidativa y de depédsito de
grasas, y de forma secundaria una resistencia a la insulina. También se postula la existencia de

una interaccién directa sobre la accién de la insulina (65,96).



Cambios morfolégicos y metabdlicos

El sindrome de lipodistrofia es una complicaciéon metabdlica en la que la dislipemia, la
resistencia a la insulina y las alteraciones en la distribucién de la grasa corporal con disminucién
general de la grasa subcutanea (lipoatrofia en brazos, gliteos y principalmente cara y piernas,
posiblemente por pérdida de células grasas) con o sin aumento de la grasa intraabdominal,
dorsocervical o “cuello de bufalo”, y de mamas, son los cambios con mas frecuencia descritos
(97-101), aunque la intensidad y las asociaciones entre ellos es variable, y hasta el momento se
desconoce si es un Unico sindrome o varios distintos sindromes superpuestos interrelacionados.
Los cambios morfolégicos pueden ocasionar sintomas clinicos secundarios y tiene efectos
negativos en los pacientes de tipo psicolégico y social, que pueden llevar a un pobre
cumplimiento e incluso abandono del tratamiento antirretroviral (102). Pero los cambios
metabdlicos conllevan a un aumento del riesgo cardiovascular, debido al aumento del colesterol
total, disminucién del colesterol-HDL, aumento de triglicéridos con aumento de la movilizacion
de lipidos, aumento de la resistencia a la insulina con hiperglicemia, y aumento de los niveles de
lactato (103,104).

Diagndstico y medicidn de la lipodistrofia

Inicialmente, el interés de introducir métodos para medir la grasa corporal regional vy
compartimental en este grupo de pacientes es con fines de investigacion, pero la importancia de
incorporarlos a la practica diaria radica en la potencialidad de llevar posibles acciones oportunas
para una mejora clinica. Al emerger como un problema inesperado, este hecho junto con la falta
de estandarizacién del contenido graso de la poblacién general, la heterogeneidad de las
manifestaciones clinicas, y la ausencia de una herramienta de medicién exacta, determinan que
no estén establecidos los criterios para el diagndstico, y que todavia las descripciones subjetivas

de cambios de grasa corporal sean la forma mas popular de diagnosticar la lipodistrofia.

Varios estudios multicéntricos han cuantificado distintos parametros en este grupo de pacientes
con el objetivo de definir este sindrome. El estudio de redistribucion de la grasa y cambios
metabolicos en la infeccién por VIH ( The Fat Redistribution and Metabolic Changes in HIV
Infection o FRAM study) en el que comparaban datos de laboratorio, antropométricos, vy
radiolégicos (con imagenes de TC y DEXA) en sujetos infectados por el VIH y no infectados,
mostraba que el Unico cambio de grasa corporal distintivo asociado con la infeccién VIH era la
lipoatrofia generalizada y no la lipohipertrofia central que presentan (105). En recientes estudios
publicados, la lipoatrofia ha sido definida de una forma mds simple como una pérdida de grasa
en piernas medida por DEXA de mas de un 20% con respecto al estado inicial (106). Aunque
estos estudios han representado un gran avance, todavia no hay una definiciéon de lipodistrofia
simple, sencilla, sensible y especifica. Y esta ausencia de definicidon exacta se debe a la ausencia
de un método fiable, reproducible y preciso de medicién de los compartimentos grasos

corporales.
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Multiples métodos han sido utilizados: antropometria, analisis de bioimpedancia, y técnicas de
imagen como la DEXA, la TC, la RM y la ecografia. Pero una de las premisas fundamentales que
ocurre en los paciente VIH+ con lipodistrofia es que no muestran diferencias significativas del
total de peso ni del indice de grasa corporal total con respecto a grupos control. Este hecho
determina que métodos como la antropometria y el andlisis de la bioimpedancia no sean
precisos, al no poder medir grasa corporal regional, por lo que no pueden valorar los patrones

de distribucién alterada de estos pacientes.

La ecografia permite valorar el tejido graso subcutdneo en multiples localizaciones de forma
rapida, inocua, y barata, pero requiere un examinador con experiencia, y aunque es fiable en la
evaluaciéon de la grasa intraabdominal y en el grosor de la grasa subcutdnea en distintas
localizaciones, en los estudios de control de cambios no se correlaciona la grasa subcutdnea

abdominal y la de brazos con las medidas obtenidas en TC y DEXA, respectivamente (107,108).

La TC y con un uso mas restringido la RM, se han utilizado en este grupo de pacientes para el
calculo del tejido graso subcutadneo en extremidades, pero principalmente del tejido graso
subcutaneo y visceral en un corte a la altura de L4. Varios estudios muestran que esta ultima
valoracién tiene un considerable valor predictivo sobre el tejido graso total, con una buena
correlacion entre los datos obtenidos en un Unico plano de imagen con los obtenidos en

multiples planos (86).

Sin embargo, la DEXA es el método mas extendido y fiable hasta el momento en este tipo de
pacientes, al permitir separar el tejido graso del no graso corporal total y por regiones. Pero
este método de medicién presenta varias limitaciones, hay un error de medicién que es
progresivo al aumentar la corpulencia del sujeto, no puede evaluar adecuadamente cambios
leves en la composiciéon corporal, y no hay una correlaciéon entre la pérdida de un 20% de la
grasa de la pierna (como diagndstico de lipoatrofia) con la percepciéon de lipoatrofia por el
paciente, que sin embargo es evidente cuando la pérdida es a partir del 35% (86). Ademas, no
es adecuado para valorar variaciones en la distribucién de la grasa subcutadnea y visceral, ni

para medir el contenido de grasa en tejidos como el hepatico, el intramuscular o el medular.

No hay muchos estudios que comparen estas técnicas para medir la grasa corporal regional;
ademas, aunque parece que hay una alta correlacién de las medidas de valores absolutos de la
grasa regional, no la hay para detectar cambios de la grasa en cada compartimento, y cualquier
evaluacion de la redistribucidon de la grasa requiere varios métodos complementarios (86,109).
Por otro lado, los estudios se centran en la valoracién del compartimento graso en partes
blandas corporal total o por regiones, y no hay referencias sobre el contenido de triglicéridos en
otros compartimentos, como el que hay en el musculo o en la médula ésea, considerando que

ambas contribuyen en su conjunto a un gran porcentaje del peso corporal total.



Musculo y VIH+ con lipodistrofia

Generalmente, los estudios realizados desde la introduccién del TARGA se han centrado en la
valoracién del compartimento graso por DEXA, y no hay referencias sobre el compartimento no
graso o magro, ya que se asumia que la masa magra era estable. La DEXA tiene la limitacién de
no poder valorar el contenido graso visceral, como el que contiene los musculos. Este
componente empezd a cobrar mas importancia a partir de los estudios en pacientes con
diabetes tipo II y obesos, en los que se relacionaba el componente de triglicéridos
intramiocelular, o IMCL, con los acidos grasos libres, con la glucemia y la resistencia a la
insulina (46,56,110).

Estudios previos han mostrado un aumento de la adiposidad en el musculo en pacientes VIH con
lipodistrofia, caracterizado por una disminucién de la atenuaciéon medida en TC, con asociacion a
hiperinsulinemia (111,112), a la distribucién de la grasa (respecto al nivel de VAT aunque no de
SAT) vy al nivel de acidos grasos libres, y con una relacién inversa a la resistencia de la insulina
(112). El inconveniente de este método, al igual que una cuantificacién bioquimica, es que no se

puede diferenciar si el contenido graso muscular es intracelular o extracelular.

Estudios de 'H-MRS han demostrado un aumento del contenido de IMCL en este grupo de
pacientes con una fuerte correlacién con la sensibilidad a la insulina y con algunos indices de
composicién corporal. En estos estudios se ha observado un aumento significativo de IMCL en
los musculos soéleo y tibial anterior, con respecto a la poblaciéon sana en un grupo mixto de
varones y mujeres en hasta un 130-134 % para ambos musculos (65) y en un grupo de
mujeres en aproximadamente el 60% para el tibial anterior y el 45% para el séleo (113), y con
respecto a un grupo de varones VIH+ sin TARGA del 50% (96). El aumento se correlacionaba
significativamente con un aumento de triglicéridos para ambos musculos en hombres (96) vy
para el tibial anterior en mujeres (113), con la grasa visceral (65,96), con el indice de
resistencia a la insulina (65,96) y con una menor grasa de extremidades en un grupo de
mujeres, tanto en la medida que se hizo de porcentaje de grasa con respecto a la corporal total

por DEXA, asi como en el estudio de regresidén multivariante (113).

Se desconoce el mecanismo fisiopatoldgico de conexidn entre estas asociaciones, habiéndose
postulado si la pérdida de grasa en relacién a un aumento de la lipdlisis puede contribuir a una
reesterificacion en el higado con el aumento de los triglicéridos y su deposito, o si el exceso del
acumulo de grasa ocurre por una disminucion de la oxidacién mitocondrial de la grasa en el
musculo, o en relacidén a la lipoproteina lipasa (113,114). También se postula la participacién de
una alteracién mitocondrial. En este aspecto, se ha descrito una disminucion de DNA
mitocondrial en un grupo de sujetos normales a los que se administré zidoduvina durante un
mes, demostrandose una disfuncidn mitocondrial en la fosforilacién oxidativa en el estudio de
31p_MRS en asociacién con la sensibilidad a la insulina, aunque no se demostré aumento de

IMCL en el estudio de 'H-MRS, que tal vez se necesite méas tiempo para su acimulo (115). Pero
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la zidoduvina es un andlogo de la timidina con una afinidad especifica por el mdsculo, causante
de una miopatia, similar clinicamente a la miopatia asociada al propio VIH, en la que se ha
demostrado una disminucion del DNA mitocondrial, que puede acompafarse de anormalidades
en la morfologia mitocondrial y de “ragged-red fibres” o “fibras rojo-rotas” (116). Para otros
farmacos el mecanismo puede ser diferente, en este aspecto recientemente se ha publicado que
mientras el contenido de DNA mitocondrial puede estar disminuido en el tejido graso, este
contenido no muestra cambios en el musculo entre infectados en TARGA con lipodistrofia y sin
lipodistrofia, y ademds no presentan diferencias en la perfusién muscular ni el consumo de

oxigeno como indicador de una disfuncién muscular (117).

En los pacientes infectados por el VIH en TARGA con lipodistrofia se ha observado también una
resistencia a la insulina, y se ha relacionado significativamente con un aumento de IMCL. Esta
asociacién se demostré en el estudio de un grupo de hombres en el musculo séleo (96), y en el
estudio mixto de hombres y mujeres para ambos musculos, séleo y tibial anterior (65); sin
embargo, no se encontré que fuera significativa en otro trabajo sobre un grupo mujeres (113),
aunque hay que considerar que las medidas de sensibilidad a la insulina que se aplicaron
reflejan mejor la sensibilidad de la insulina hepatica, mas que la captacion de la insulina en el

musculo (113).

Recientemente se ha demostrado que una de las intervenciones mas efectivas en la regresién y
mejora del sindrome de lipodistrofia en pacientes infectados en TARGA, es la de sustituir
analogos de la timidina por otro antirretroviral como el tenofovir disoproxial fumarato (TDF)
(118). Pero, sorprendentemente se ha observado que este cambio ocasiona una disminucién de
la masa magra mientras el volumen corporal total se mantiene, y esta disminucién no muestra
una correlacién con los cambios del compartimento graso, medidos con DEXA. No habia signos
clinicos ni de laboratorio de destruccién muscular. La referencia sobre los cambios de la masa
magra en estos pacientes es anecddtica, Unicamente se apunta la observaciéon de una mayor
masa magra en DEXA en los pacientes infectados por el VIH en TARGA y lipodistrofia en
comparacién con los que no tienen lipodistrofia (119). La DEXA no puede medir el contenido
graso intramiocelular, que se ha demostrado que estd aumentado en los estudios de 'H-MRS.
Hasta el momento no hay estudios longitudinales en los que se hayan valorado los IMCL en
pacientes VIH+ en TARGA ni los cambios en la masa magra antes y después de desarrollar el
sindrome de lipodistrofia, pero todas estas observaciones nos inducirian a pensar en la relacién
entre el aumento de IMCL con una mayor masa magra, con una probable recuperacion de esta

masa a un nivel basal con la respuesta al cambio de tratamiento, por movimiento de IMCL.



Médula 6sea y VIH+ con lipodistrofia

Los pacientes infectados por el VIH y con SIDA estan sujetos a una variedad de complicaciones
en el hueso, que pueden ser infecciosas, inflamatorias, neopldsicas y misceldneas entre las que
se encuentra la osteonecrosis, la osteoporosis, la anemia y la osteoartropatia hipertroéfica (120-
122). Estos procesos han sido ampliamente descritos y estudiados por imagen. No hay estudios
gue se hayan focalizado en observar que ocurre con el contenido graso en la médula 6sea en el
grupo de pacientes VIH con lipodistrofia en TARGA, considerando que la médula ésea es uno de
los 6rganos mas grandes del cuerpo, y que en un adulto es un compartimento con gran
contenido en grasa (el 50% es médula amarilla compuesta casi totalmente de grasa, y del otro

50% que es médula hematopoyética, un 40% es grasa) (16).

Investigaciones con 'H-MRS han mostrado una disminucién del contenido graso en la médula
0sea en pacientes infectados por el VIH, y la disminucion era mayor en pacientes con
lipodistrofia en TARGA (123-125).

En estudios histolégicos de médula ésea de pacientes con el VIH y con SIDA, se han observado
cambios como la fibrosis y la atrofia serosa o transformacién gelatinosa de la médula ésea, en
relacién con una disminucién del componente graso (24,126).

La fibrosis que es uno de los hallazgos encontrados en las biopsias de piel de pacientes
infectados con lipoatrofia periférica, en donde hay una severo adelgazamiento del tejido celular
subcuténeo (127), y se ha observado también en las biopsias de médula ésea en pacientes con
el VIH o con SIDA (126).

La atrofia serosa o transformacion gelatinosa de la médula 6sea es otro de los hallazgos
extensamente descritos en los estudios histologicos de pacientes infectados por el VIH y en
diferentes estadios de SIDA, en los que hay una atrofia de las células grasas que puede
acompafarse de pérdida local de células hematopoyéticas en cuadros de enfermedad severa
difusa, con un depédsito de substancias gelatinosas extracelulares que corresponden a
mucopolisacaridos, ricos en acido hialurdnico (24). Aunque cladsicamente se describia en estados
de malnutriciéon o caquexia extrema por distintas causas, se han observado también en grandes
injertos 6seos tras una quimioterapia o en areas sometidas a quimioirradiacién en sarcomas de
partes blandas, en los que de forma local el componente graso de la médula ésea se ve
afectado (25,27).

Pero de todas estas lesiones, sélo hay en la literatura imadgenes de RM de algun caso aislado con
fibrosis (121) y de Unicamente un caso de transformacion gelatinosa en un paciente con SIDA,
sobre una lesién de necrosis de la médula ésea (128). No hay estudios histoldégicos ni de RM

especificos que valoren estas lesiones y su significado en los pacientes con VIH vy lipodistrofia.
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Reversibilidad y control de la lipodistrofia en pacientes VIH+

Las nuevas lineas de investigacién de control de la infeccion por el VIH van dirigidas hacia el
desarrollo de vacunas, con resultados alentadores aunque hasta el momento no sustitutivos del
tratamiento antirretroviral, por lo que seguiremos encontrando efectos secundarios por
toxicidad (129-131).

No hay un tratamiento adecuado ni especifico para resolver la lipodistrofia. La dieta y el
ejercicio no son efectivos, aunque sean parcialmente beneficiosos. El ejercicio parece mostrarse
beneficioso sobre los lipidos en sangre y la lipohipertrofia abdominal, pero no sobre la lipoatrofia
periférica (132,133). Avances en el campo de la cirugia plastica y reparadora, constituyen una
opcion segura e inmediata, con buenos resultados a corto plazo, aunque Unicamente resuelven
el aspecto estético en areas periféricas, sin resolver el acumulo graso visceral, ni el problema
metabdlico. Interrupciones estructuradas del tratamiento (134), o el uso de farmacos que
intervienen sobre el metabolismo graso, como los tiazolidinediones y leptina, metformina y
gemfibrozil, hormona liberadora de la hormona de crecimiento y tesamorelina, vy
suplementacion con uridina (135-138) son algunos de los tratamientos propuestos, aunque no

han mostrado unos resultados totalmente satisfactorios.

El impacto de sustituir o disminuir las drogas antirretrovirales relacionadas con la toxicidad
mitocondrial y la lipodistrofia ha sido objeto de varios estudios, entre los cuales la sustitucion de
los analogos de la timidina (principalmente la estavudina o d4T) por otros NRTI, como el
tenofovir o el abacavir, ha sido la Unica intervenciéon que mejora la lipoatrofia. Los NRTI como la
estavudina o el d4T han demostrado una eficacia exquisita en el control de la replicacién del VIH
y su cambio por otros farmacos deben de mantener la eficacia virolégica y asegurar un alto

nivel de adherencia al tratamiento.

En el estudio RAVE del 2006 (139), y posteriormente en el estudio SWEET del 2009 (140), se
confirmd a las 48 semanas del cambio en la estrategia de tratamiento un adecuado control
viroldgico y un significativo aumento de la grasa periférica, especialmente con el tenofovir. En la
extensién de un estudio a 3 afios, se demostré que el uso de tenofovir se asocia claramente
con una ganancia de grasa en extremidades y una mejora en los parametros lipidicos séricos
(141). En algunos estudios como el D40-30, los resultados mostraron claramente que los
pacientes que bajan la dosis de d4T mejoran sus parametros lipidicos plasmaticos (triglicéridos
y colesterol) asi como los signos de lipoatrofia aunque la mejoria en todo ello siempre era

mucho mayor en los que cambiaban a tenofovir (118).

En los Ultimos afios todos los estudios han sido concordantes en que el cambio de zidovudina o
estavudina a abacavir o tenofovir tiene indudables beneficios tanto en la esfera de lipidos
plasmaticos como de lipoatrofia periférica. No obstante, esta mejoria en la lipoatrofia es

subclinica a corto-medio plazo, puesto que normalmente se controla mediante estudios



comparativos de DEXA basal y sobre las 48 semanas del cambio. Los datos a mayor largo plazo
de estos estudios parecen indicar que si bien hay una gran variedad de respuesta segun el

paciente, la lipoatrofia puede continuar mejorando en el tiempo.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipétesis

Los pacientes infectados por el VIH en TARGA que han desarrollado como complicacién un
sindrome de lipodistrofia, presentan cambios en la grasa intramiocelular y de médula ésea en
relacion con su lipodistrofia. La evaluacion del componente graso en el sistema
musculoesquelético mediante técnicas de RM, que incluyen espectroscopia por RM de protones
en el musculo y valoracién del patron de sefial en la médula dsea en imagenes de RM, clarificara

aspectos sobre esta enfermedad.

Objetivos principales

1. Determinar si con la sustitucion de analogos de la timidina por TDF en pacientes
infectados por el VIH con sindrome de lipodistrofia en TARGA, la disminucion de la masa
magra que acontece se debe a una disminucién de IMCL cuantificados mediante

espectroscopia por RM de protones.

II. Determinar la prevalencia y la semiologia por imagen de los cambios en la médula ésea
de los pacientes infectados por el VIH con sindrome de lipodistrofia, y si estos cambios se

relacionan con el sindrome.
Objetivos secundarios

I. Determinar si hay un aumento de IMCL cuantificados mediante espectroscopia por RM de

protones con respecto a sujetos sanos.

1I. Determinar la relaciéon entre el contenido de IMCL con la alteracién de distribucion de la
grasa y las alteraciones metabdlicas, asi como entre sus cambios con la sustituciéon de

analogos de la timidina por TDF.

III. Determinar si la alteracién del patrén de médula 6sea por RM se recupera con la
sustitucion de analogos de la timidina por TDF, y si la presencia de este patréon medular es
un marcador prondstico de respuesta a la recuperacién de la distribuciéon de la grasa con

la sustitucion del tratamiento.
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MATERIAL Y METODOS

Disefno del estudio

Estudio abierto, prospectivo y de observacion en el que se estudié la grasa intramiocelular
mediante H-MRS y el patrén graso de la médula dsea periférico mediante iméagenes de RM, en
todos los sujetos siguiendo el mismo protocolo. En el grupo de pacientes se obtuvieron ademas
parametros antropométricos, de laboratorio y medidas de composicién corporal. Todos los datos
y mediciones fueron recogidos en el inicio del estudio y a los 6 meses en todos los sujetos, en el
caso de los pacientes con la intervencion de sustituir el farmaco antirretroviral TA, estavudina
(d4T) o zidoduvina (AZT), por tenofovir disoproxial fumarato (TDF), sin modificar el resto del
tratamiento. Esta estrategia de tratamiento se aprobd como segura y efectiva desde un punto

de vista virolégico e inmunoldgico.

Sujetos

Se incluyeron en el estudio un total de 30 pacientes infectados por el VIH, de ambos sexos, con
lipodistrofia moderada o severa, que se definié seglin criterios establecidos, siguiendo la
observacién de los pacientes y con confirmacion por dos expertos en VIH vy lipodistrofia del
departamento de enfermedades infecciosas del hospital Clinic de Barcelona, con mas de 10 afios
de experiencia. El nivel de RNA del VIH en sangre era <200 copias/mL. Estaban recibiendo
TARGA durante mas de 6 meses, que incluia entre los farmacos TA, d4T o AZT, con o sin

inhibidores de la proteasa.

Se incluy6 posteriormente en el estudio un grupo control con 10 sujetos sanos, hombres vy
mujeres, con el mismo rango de edad e indice de masa corporal (IMC). No estaban infectados
por el VIH y eran sanos segun la historia y el examen fisico, sin presentar alteraciones

metabodlicas, y sin usar medicacién regular.

Criterios de exclusién para ambos grupos incluian que no tuvieran signos de infeccidén
concomitante, salvo infecciéon por el virus de la hepatitis C (VHC) en los pacientes, ni tuvieran
tumores, desordenes hematoldgicos (de tipo deficitario, proliferativo o tumoral), dolor éseo ni

enfermedad Osea.

Se informd a todos los sujetos del objetivo, naturaleza y riesgos potenciales del estudio, antes
de obtener un consentimiento firmado. El protocolo y los formularios tipo de consentimiento del

estudio fueron aprobados por el comité ético del Hospital Clinic de Barcelona.

Métodos

Pruebas de laboratorio

Se determinaron en sangre en todos los pacientes niveles de glucosa, triglicéridos, colesterol
total, colesterol lipoproteina de alta densidad (High density lipoprotein, HDL) y de baja densidad
(Low density lipoproteina, LDL), lactato venoso, insulina, hemoglobina glicosilada, indice de

resistencia a la insulina mediante el modelo homeostatico de resistencia a la insulina



(Homeostatic Model Assessment of Insulin Resistance, HOMA-IR), péptido C, leptina,
adiponectina, grelina, niveles de células en sangre (hematies, leucocitos, neutréfilos, plaquetas
y células CD4") y las encimas lactato deshidrogenasa (LDH) y fosfatasa alcalina (FA), en el

inicio del estudio, a los 3 y a los 6 meses.

El nivel de glucosa en sangre se midi6 con el método de la glucosa hexoquinasa. El nivel de
colesterol total y triglicéridos se determinaron con reactivos enzimaticos (Trinder; Bayer
Diagnostics, Tarrytown, NY, USA) adaptado al analizador automatico Cobas Mira (Hoffmann-
LaRoche, Basel, Switzerland). El nivel de colesterol-HDL se determiné con precipitaciéon con
acido fosfotlingstico y cloruro de magnesio; el nivel de colesterol-LDL se determiné con medidas
directas. La insulina se midié mediante ensayo inmunoradiométrico monoclonales (IRMA, Med-
Genix Diagnostics, Fleunes, Belgium). Se cuantificaron las células T CD4* con citometria de
flujo, y el nivel de RNA del VIH en sangre mediante restriccién cuantitativa Amplicor PCR-
transcriptasa (Roche Diagnostic System, Branchburg, NJ, USA) con un limite inferior de
deteccién de 200 copias/ml. El indice HOMA-IR se calculd como el producto de las
concentraciones de insulina en ayunas (pWU/mL) y la glucosa plasmatica en ayunas (mM/L),
dividido por 22.5.

Medidas antropométricas

Se midieron en todos los sujetos (pacientes y controles) el peso corporal mas cercano a 0.1 Kg,

el IMC (peso en kg / estaturaZ en metros) en el inicio del estudio y a los 6 meses.
y P

Medidas de composicién corporal mediante DEXA

Se utilizé6 un escaner DEXA (Lunar DPXL, Madison, Wisconsin, USA) con programa para antena
de cuerpo entero (versién 8.22a: 3) y con programa para antena regional (version 8.26f: 3)
para cuantificacion del componente graso y no graso o magro corporal, y la densidad de

mineralizacidn 6sea en todos los pacientes en el inicio del estudio y a los 6 meses.

Se midié la composicidén de partes blandas corporal total y de subregiones principales (brazos,
piernas, brazos+piernas, tronco y total), que comprendian datos en gramos de tejido graso y

tejido no graso o magro.

El componente mineral dseo se midi6 como densidad mineral ésea (DMO) en columna lumbar
(de L1 a L4) y en la regidén proximal del fémur en gr/cmz. Se definié osteopenia y osteoporosis
acorde con el criterio de la organizacién mundial de la salud (OMS) mediante una DMO t-score
(comparacién de la densidad mineral 6sea de una persona con la maxima densidad dsea
tedricamente alcanzada por la poblacién sana del entorno, a los 30 afios, que es de unos 1000-
900 miligramos por centimetro cuadrado de hueso), considerando osteopenia una DMO t-score
entre 1.0-2.5 desviacion estandar (SD) por debajo de la media normal, y osteoporosis con una

DMO t-score >-2.5 SD por debajo de lo normal.
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Medidas de composicién corporal mediante TC

En todos los pacientes se adquirié en el momento inicial y a los 6 meses, una imagen axial del
abdomen en un scanner (Somaton Plus 4, Siemens), con grosor de 10 mm, a la altura de la
region media del cuerpo vertebral L4, que se localizé previa obtencion de una imagen de
localizador sagital de columna. La imagen se obtuvo con pardmetros constantes (200 mA, 120
KV) y con un campo de visidon que incluyé todas las partes blandas. Los sujetos se colocaron en
el scanner en decubito supino, entrando primero la cabeza y los brazos situados detras de la
misma. Las areas de grasa intraabdominal (VAT) y subcutédnea (SAT) se trazaron manualmente,
y la cuantificacién se hizo en base a las unidades Hounsfield de los pixeles con valores entre -50

y -150, con resultado de las medidas en cm?.

Cuantificacién de IMCL mediante *H-MRS
Adquisicién de los espectros de 'H-MRS en el musculo

En todos los sujetos (pacientes y controles) se realizé6 un estudio de RM en un equipo de 1.5T
(Symphony, version SW VA 25, Siemens Medical Systems, Erlangen, Germany), al inicio del

estudio y a los 6 meses.

Se posicioné al sujeto en declbito supino sobre la mesa del equipo, y se colocéd una antena de
rodilla (transmisora y receptora) en la pierna derecha, orientdndose paralela al campo
magnético, con el limite superior de la antena situado en el limite inferior de la patela, y con
inmovilizacion de la extremidad. Se obtuvieron localizadores en los tres planos del espacio,
sobre los que se adquirieron posteriormente imagenes axiales en secuencia de SE en T1 (TR
450 ms, TE 18 ms, grosor de corte 5 mm, distancia entre cortes 0 mm, tamafio de la matriz
256x166, FOV 220 mm, 2 adquisiciones) desde el limite superior del peroné hasta la unién del

tercio medio con el tercio inferior de la diafisis tibial.

Para la obtencion de la espectroscopia se utilizd un pulso de secuencia PRESS. Se colocd un
voxel sin oblicuar, de 12 x 15x 20 mm (volumen total de 3.6 mL), sobre el musculo sdleo y otro
sobre el musculo tibial anterior en las imagenes axiales en SE T1 obtenidas, con cuidado de no
incluir la grasa perimuscular ni vasos, a una distancia de 8 cm de la cabeza de la punta de la
cabeza del peroné. Se grabaron las imagenes de localizaciéon de cada voxel que se utilizaron
como referencia en la segunda adquisicidn que se hicieron en todos los sujetos a los 6 meses.
De cada voéxel se aplicaron dos secuencias PRESS, con un shimming automatico, una con
supresion del pico del agua (TR 3000 ms, TE 30 ms, 128 adquisiciones, 1024 puntos de datos,
amplitud de banda de recepcién de 1200 kHz, y amplitud de banda del agua de 60 kHz), y otra
sin supresion del pico del agua (adquisiciones 60, con resto de parametros iguales al previo)
que sirvio como referencia interna para el procesado. Los datos originales se grabaron en CDs

como archivos con extensidn numérica para el andlisis de la espectroscopia.



Procesado de los espectros de H-MRS de musculo

Los datos originales obtenidos de los estudios de MRS se procesaron en el programa LCModel
(version 6.2-1L; S. Provencher, PhD, Oakville, Ontario, Canada), en una estacién de trabajo con
sistema Linux (Red Hat Enterprise Linux 4). Se utilizé6 una aplicacién automatica adaptada para
la valoracion de lipidos musculares obtenidos en RM de 1.5 T Siemens, para ello en control de
parametros se selecciond el tipo de RM y posteriormente la entrada SPTYPE="muscle-1",
PPMST=3.7 y PPMEND=-2.0. En el menu “Advanced Settings” y posteriormente en “control de
parametros” se seleccion6 “eddy current correction” y “water scaling” . Se obtuvo la

concentracion absoluta de metabolitos en mM o IU en referencia con respecto al agua.

Una vez realizados los ajustes de parametros se aplicéd el procesado, seleccionando primero los
datos de la espectroscopia obtenida con supresién del pico del agua, y posteriormente la
obtenida sin supresién del pico del agua. De todos los valores obtenidos se considerd
Unicamente en el andlisis la concentracién de IMCL13 (mM de grupos -CH2 en la posiciéon 1.3
ppm ). No se consideraron los valores de EMCL15 en el analisis de los cambios a los 6 meses,
por la heterogeneidad de distribuciéon en el musculo, Unicamente en el inicio del estudio para
valorar las diferencias con respecto a los IMCL y entre musculos. Aunque no es necesario
considerar el porcentaje (%) de desviacién estandar (standard deviation, SD) por ser modelos
empiricos restringidos, al observar en los casos con un alto %SD valores muy bajos del
metabolito correspondiente, se desestimod los valores con un %SD>20, criterio que se aplica en

las espectroscopias de tejido cerebral.

Valoracién del patrén medular éseo

En todos los sujetos (pacientes y controles) se evalud el patréon medular éseo en un equipo de
RM de 1.5T (Symphony, version SW VA 25, Siemens Medical Systems, Erlangen, Germany). En
los casos con patréon medular alterado se estudié especificamente este patrén en este equipo de
1.5T o en un equipo de 3T (Trio Tim, version VP15, Siemens Medical Systems), en una cadmara
hibrida de SPECT/CT (Infinia Hawkeye 4, GE, Milwaukee, USA) y se realiz6 una seriada ésea

esquelética en un aparato de Rx digital (Axiom Multix, Siemens Medical Systems).

Estudios de RM para valoraciéon del patrén medular

En todos los sujetos (pacientes y controles) se evalud el patron medular 6seo en las imagenes
axiales de SE potenciadas en T1 de los 2/3 superiores de la pierna derecha obtenidas del
estudio de 'H-MRS del musculo en el equipo de 1.5T (TR 450 ms, TE 18 ms, grosor de corte 5
mm, distancia entre cortes 0 mm, tamafo de la matriz 256x166, FOV 220 mm, 2

adquisiciones).

El patréon dseo se estudid por dos radidlogos especialistas en musculoesquelético, y se
consensuaron los resultados. Este patron se clasificd acorde a 3 patrones de RM en imagenes de

SE T1 propuestos previamente (16): 1) focos de baja sefial (similar a la sefial de los musculos o
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del liquido), 2) patron de senal intermedia focal o difusa (similar a la sefial de la médula 6sea
hematopoyética) y 3) sefal de alta intensidad, caracteristica de la médula grasa normal. Esta

valoracién se obtuvo en todos los sujetos en el momento basal y a los 6 meses.

Estudios de RM en sujetos con alteracion del patrén medular.

Los sujetos con alteracién del patréon medular tipo 1 (focos de baja senal en las imagenes de SE
potenciadas en T1), se estudiaron en el equipo de 1.5T (Symphony, versién SW VA 25, Siemens
Medical Systems, Erlangen, Germany) o en un iman de 3T (Trio Tim, version VP15, Siemens

Medical Systems) en el momento basal.

e Para estudiar el tipo de patréon por RM de las lesiones, se obtuvieron imagenes axiales y
coronales FSE potenciadas en T2 con saturacién de la grasa (TR 3500-4300 ms, TE 84-100
ms, grosor de corte 3.5-6 mm, distancia entre cortes 1 mm, 2 adquisiciones) y de SE
potenciadas en T1 con saturacién de la grasa (TR 380-420 ms, TE 10-16 ms, grosor de corte
3.5-6 mm, distancia entre cortes 1 mm, 1 adquisicion) antes y después de la administracion

intravenosa de 0.1 mmol/kg de gadopentetato de dimeglumina.

e Para valorar la distribucion de las lesiones se realizé un estudio de RM corporal total, y se
obtuvieron imagenes coronales de SE potenciadas en T1 (TR 500 ms, TE 10 ms, grosor de
corte 5 mm, distancia entre cortes 0 mm, 1 adquisicién) y STIR (TR 5500-8000 ms, TE 70-
104 ms, tiempo de inversién 10-200, grosor de corte 5 mm, distancia entre cortes 0 mm, 1

adquisicion).
Estudios de SPECT-CT en sujetos con alteracién del patrén medular

En los sujetos con alteracion del patrén medular tipo 1 (focos de baja sefal), se realizd un
estudio corporal total de SPECT (matriz 128 x 128, 120 frames, 15 s/frame) y baja dosis de TC
(matriz 512 x 512, 140 kV and 2.5 mAs) en una camara hibrida de SPECT/TC (Infinia Hawkeye
4, GE, Milwaukee, USA) después de la inyeccién intravenosa de 925 MBq de hydroxymethylene
difosfonato de Tecnecio 99m (Tc-99m HMDP), en el momento basal para descartar procesos
infecciosos, inflamatorios o tumorales, y valorar la estructura désea. Las imagenes que se
obtuvieron se procesaron y corrigieron para la atenuacion y dispersion, y las correspondientes
imagenes de SPECT y los cortes de 4.5 mm de TC se generaron en una estacién de trabajo
Xeleris (General Electric). Las imagenes se fusionaron con el software de la estacién de trabajo
y se analizaron usando una nueva segmentacién de dos dimensiones en planos axial, coronal y

sagital.

Seriada esquelética en sujetos con alteracién del patrén medular

En los sujetos con patrén medular tipo 1 (focos de baja sefial), se realizé un estudio radiolégico
de todo el esqueleto, en un aparato de Rx digital (Axiom Multix, modalidad AXD, Siemens
Medical Systems, Erlangen, Germany), en el momento basal. Se valoraron las imagenes por dos

radiélogos especialistas en musculoesquelético y se analizé la estructura 6sea:



Evidencia de lesiones liticas, esclerosas o mixtas
Evidencia de reaccién periostica
Evidencia de rarefaccion o lisis cortical

Evidencia de anomalia de la morfologia 6sea.

Tabla 4. Esquema de los métodos de valoracion realizados en pacientes y controles basalmente y a los 6 meses.

PRUEETS PACIENTES VIH+ CON LIPODISTROFIA CONTROLES
Basal 6 meses Basal 6 meses

Laboratorio Celular y metabdlico Celular y metabélico *
Antropométricas Peso, IMC Peso, IMC Peso, IMC Peso, IMC
DEXA masa grasa/masa magra masa grasa/masa magra

DMO DMO
TC VAT y SAT VAT y SAT
"H-MRS musculo IMCL séleo y tibial anterior IMCL soleo y tibial anterior IMCL soleo y tibial anterior IMCL soleo y tibial anterior
RM imagenes en T1 patrén medular patrén medular patrén medular patrén medular
RM estudio lesiones casos con lesion focal casos con lesion focal
RM corporal total casos con lesion focal casos con lesion focal
SPECT-TC casos con lesion focal casos con lesion focal
Seriada esquelética casos con lesion focal casos con lesion focal

* Valoracioén a los 3 y 6 meses

Analisis estadistico

Andlisis descriptivo

Las caracteristicas cuantitativas son descritas con medias y rangos intercuartiles, y las
cualitativas con frecuencias y porcentajes.

Los porcentajes de cambio en el tiempo en las variables continuas son definidas como la
diferencia entre el valor a los 6 meses y el valor basal, ajustado con respecto al tltimo.

En la valoracién de los patrones medulares, se muestran los cambios absolutos y en

porcentaje, con medianas y rangos intercuartiles.

Andlisis estadistico

Los cambios desde el momento inicial en los pacientes (para todos los pacientes y subgrupos
de pacientes) y controles se valoraron con el test de Willcoxon.

Las correlaciones numéricas entre diferentes variables continuas se valoraron mediante el
coeficiente de correlacién de Spearman.

La concordancia de cambios dicotdmicos se valoraron con Kappa.

Las relaciones entre patrén medular dseo y resto de variables, se analizaron con todos los
datos de cada variable y en el caso de las variables contiguas también con sus valores
agrupados en terciles, mediante el test de Mann-Whitney y el test exacto de Fisher.

Las comparaciones de los resultados de 'H-MRS entre pacientes, grupos de pacientes y

controles se valoraron con el test de U-Mann Whitney.

Se consideraron los valores de P bilateral, con nivel de significaciéon de 0.05.
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Sujetos

De los 30 pacientes iniciales incluidos en el proyecto, uno en tratamiento con d4T e infectado
por el VHC dejé el estudio al inicio. Los 29 pacientes finalmente incluidos, 22 hombres y 7
mujeres, tenian una media de edad de 46 afios, una desviacion tipica de + 8 afios, y un rango
entre 36 y 64 anos. Entre los farmacos TA incluidos en el TARGA, 13 de los pacientes estaban
con d4T y 16 con AZT, y en 11 pacientes estaba incluido un inhibidor de la proteasa. Doce de
los pacientes estaban infectados por el VHC. Uno de los pacientes no aceptd realizarse las
exploraciones de RM, y otro empeoro6 clinicamente a lo largo del estudio y no pudo completarse

la recogida de datos a los 6 meses (Tabla 5).

El grupo control de 10 sujetos sanos, 6 hombres y 4 mujeres, presentaban una media de edad

de 41.4 afos, una desviacion tipica de + 7.4 afios, y un rango de edad entre los 35 y 58 afios.

Tabla 5. Caracteristicas de los 29 pacientes del estudio considerando el tipo de analogo de la timidina incluido en el
tratamiento al inicio.

DATOS DEMOGRAFICOS PACIENTES VIH

d4T AZT TODOS
HOMBRES 10 12 22
76,9% 75,0% 75,9%
SEXO
MUJERES 3 4 7
23,1% 25,0% 24,1%
EDAD Media afios=SD 478 4618 46:8
HOMOSEXUAL 6 " 17
46,2% 68,8% 58,6%
DROGADICTO 4 2 6
MODELO 30,8% 12,5% 20,7%
HETEROSEXUAL 3 3 6
231% 18,8% 20,7%
6 12 18
NO
46,2% 75,0% 62,1%
VHC
Sl 7 4 11
53,8% 25,0% 37,9%
TIEMPO VIH Media afios=SD 11,35:2,76 8,89:3,52 9,99:3,38
TIEMPO TTO Media afios=SD 10,5:2,27 8,18+3,08 9,17+2,95
TIEMPO TARGA Media afios=SD 9,53+1,36 7,24:2,7 8,27+2,45
3 15 18
NO
231% 93,8% 62,1%
INHIBIDORES DE
LA PROTEASA S| 10 1 1
76,9% 6,3% 37,9%

La edad no difirié significativamente entre los grupos de pacientes segun tratamiento y sexo, ni
entre pacientes y controles (P>0.05). Tampoco hubo diferencias significativas entre los grupos

de pacientes segun el modelo de infeccién del VIH ni si habia infeccion por el VHC (P>0.05).

El grupo en tratamiento inicial con d4T presentaba de forma significativa mas tiempo de
infeccién con el VIH (P=0.016), més tiempo de tratamiento (P=0.023), mas tiempo con TARGA
(P=0.004), y mas individuos en tratamiento con un inhibidor de la proteasa (P=0.000) que el
grupo en tratamiento con AZT. No hubo diferencias significativas en estas variables entre

hombres y mujeres (P>0.05).



Composicion corporal
En el inicio

Entre pacientes y controles, y agrupados por sexos, no hubo diferencias significativas en el peso
ni en el IMC basalmente (P>0.05) (Tabla 6).

Tabla 6. IMC basalmente en todos los pacientes y controles y agrupados segin sexo

IMC Pacientes N Mediana [25;75] IMC Controles N Mediana [25;75] Valor P
Todos 28 23[21.95;26.37] Todos 10 21.85[19.9;23.42] 0.069
Hombres 21 23 [22.25;25.6] Hombres 6 22.9[21.65;24.47] 0,50
Mujeres 7 23 [20;27.4] Mujeres 4 20[17.05;21.52] 0,11

Entre los grupos de pacientes segun el tipo de tratamiento inicial no se observaron diferencias

significativas de la composicién corporal (P>0.05).

Entre los grupos de pacientes segln sexo, las mujeres presentaban un significativo mayor
componente de grasa en brazo (P=0.037), pierna (P=0.024), brazo+pierna (P=0.001) y total
(P=0.037), y de SAT (P=0.008), y menos masa magra en brazo (P=0.000), pierna (P=0.000),
brazo+pierna (P=0.000), tronco (P=0.000) y total (P=0.000) que los hombres.

A los 6 meses

La masa grasa aumentd y la masa magra disminuyd significativamente en los pacientes en el
estudio con DEXA. El aumento de la grasa fue significativa en brazos+piernas, tronco y total, y
la disminucién de la masa magra fue significativa en piernas. Estos cambios fueron
especialmente intensos para el grupo en tratamiento con AZT, que presentdé cambios
significativos en mas areas (grasa en brazos, brazos+piernas, tronco y total, y masa magra en
piernas, brazos+piernas y total) que el grupo en d4T que sélo mostré significacion en la

disminucién de la masa magra en piernas y total (Figuras 12 y 13, Tabla 7).

La densidad mineral 6sea en columna y fémur disminuyd significativamente en el grupo en
tratamiento con d4T y para el global de los pacientes, y la densidad mineral global disminuyé
significativamente en el grupo en tratamiento con AZT (Figuras 12 y 14, Tabla 7). En el inicio
del estudio 14 de los 29 pacientes (48.27%) presentaban criterios de osteoporosis segun la
escala t-score. A los 6 meses, 13 de un total de 27 pacientes (48.14%) mostraban osteoporosis,
s6lo uno de ellos no osteopordtico al inicio mostrd criterios de osteoporosis con el cambio de

tratamiento.

El resto de variables (resto de compartimentos grasos y magros, peso, SAT y VAT), no
mostraron cambios significativos a los 6 meses del cambio de estrategia de tratamiento
(P>0.05).
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Entre los grupos segun el tratamiento al inicio, no hubo diferencias significativas de los cambios
corporales (P>0.05). Entre los grupos de pacientes por sexo, Unicamente hubo diferencias
significativas en los cambios de la SAT, que en hombres la mediana aumentd y en mujeres no

se modificé (mediana de las diferencias en hombres 9.2, mujeres 0.0, P=0.036) (Figura 15).

Tabla 7. Valores de significacién de las variables que mostraron cambios significativos (P<0.05) a los 6 meses en el grupo
global de pacientes y segun grupo de tratamiento inicial.

Text de Wilcoxon L& g Srokal
Variable Valor P Valor P Valor P
Grasa brazos 0.00061

Grasa tronco 0.04187 0.01041
Grasa total 0.02454 0.00744
Magro piernas 0.001221 0.047852 0.000070
Magro tronco 0.04380
Magro total 0.047852 0.008545 0.000497
DMO 0.04358

DMO Columna 0.02783 0.01116
DMO Fémur 0.02539 0.01225
Grasa brazos y piernas 0.01343 0.00846
Magro brazos y piernas 0.010742 0.000718

Figura 12. Medianas de los cambios del peso y de los valores de composicién corporal (medidos en DEXA y TC) , a los 6
meses de la sustitucion del tratamiento, en todos los pacientes y en los grupos de pacientes segun el tratamiento al inicio.

1000 ~
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01 Ol | m
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11000
11500 — — =
grasa magro
peso | orasa | grasa grasa grasa | grasa | magro | magro magro magro | magro | oMo | bmo | omo VAT saT
brazo pierna " tronco total brazo pierna " tronco total total col fémur
+pierna +pierna
GRUPO 058 139 218 409 713 990 75 623 -854 -303 1328 0,01 20,02 0 02 57
GRURO 0 191 30 207 336 232 -83 641 -634 327 131 0,01 10,03 20,02 0 34
TODOS -0,25 178 102 308,5 630,5 899 -79 -632 -836,5 -315 -1255 -0,01 -0,02 -0,01 0.1 525




Figura 13. Resultados de la cuantificacion del componente corporal por DEXA en un paciente varén de 58 afios, 3 afios en
TARGA que incluia AZT. Al inicio de nuestro estudio (29/1/2007) se observa una disminucién del componente graso y
aumento del magro con respecto al momento en que se inicio el tratamiento (25/3/2004). A los 6 meses del cambio de
tratamiento (2/8/2007), hay una recuperaciéon de ambos compartimentos. El peso y el IMC no se modificé en estos

periodos.

Cuantiticacion del tejido Cuerpo total

L

d ia de la posicion: Total
Grasa libre (g)
52000 )
51000+
- =
50000+
43000+ o
48000 ——F—+—1—1—1—1+—1+—1+—1—
55 56 57 58 59 B0 61
Edad (afios)
Tendencia:Total
Fecha Edad Tejido Centil Masatot. Region Tejido Grasa Magro CMO Grasa
medida (afos) (%ograsa) (kg (%6Grasa) g (9) g (9) libre
2/8f2007 59,3 34,5 - 75,6 33,1 72,595 25.018 47.577 2,982 50.559
29/1{2007 58,8 30,5 - 73,4 29,3 70,393 21.489 48,905 3.031 51.936
25/3(2004 56,0 37,3 = 76,0 35,8 72,844 27,188 45.655 3.163 48.518
Tendencia:Distribucion de la grasa
Fecha Edad Androide Ginoide A/G Corporal total
medida (afos) (%oGrasa) (%oGrasa) Cociente (%oGrasa)
2/8f2007 59,3 46,8 35,9 1,31 34,5
29/1/2007 58,8 42,4 33,8 1,26 30,5
25/3/2004 56,0 - - o 37,3

COMENTARIOS:

Clasificacion del IMC de la Organizacion Mundial de la Salud
[ndice de masa corporal (IMC) = 25,1

10 185 25 30 40
Peso insuficiente Jorma
3 57 77 B 123

Peso [kg) para talla=175,0 cm



RESULTADOS

Figura 14. Resultados de la cuantificacion de la densidad mineral 6sea por DEXA en el mismo paciente varén de 58 afios
de la figura 13, 3 afios en TARGA que incluia AZT. Al inicio de nuestro estudio (29/1/2007) se observa una disminucién de
la densidad mineral 6sea en fémur y columna con respecto a cuando se inici6 el tratamiento (25/3/2004). A los 6 meses de
cambiar el AZT por TDF (2/8/2007), se observa una nueva disminucién de la densidad mineral dsea.

Femur derecho Densidad osea

Referencia: Total Tendencia:Total

DMO [a/cnf) &) T-Score DMD [a/cne) AJ T-Score
2
1
0
-1
-2
-3
-4
044 -5
20 30 40 50 60 70 80 30 100 56 57 58 59 60
Edad (afios) Edad (afios)
1 2 3
DMO Adulto-Joven Ajust. a edad
Regién (g/ecm?) (%) T-Score (%) 2-Score
Cuello 0,863 81 1,6 91 0,6
Cuello sup. 0,726 - - - -
Wards 0,701 73 -2,0 89 -0,6
Troc. 0,818 88 -1,0 93 -0,6
Total 0,988 91 -0,8 99 -0,1
sultados de grafico HAL no di: ibl
Tendencia:Total .
1 Cambiar a
Medido Edad DMO Anterior Anterior
Fecha (afios) (g/cm?) (%) (g/cm?)
- 2/8f2007 59,3 0,988 -4,9 -0,051
: 29(1/2007 58,8 1,040 -0,2 -0,002
25/3{2004 56,0 1,042 - -
SOLMNS A Lersad gsea Referencia: L2-L4 Tendencia:L2-L4
DMO (g/en?) A)T-Score DMO (a/enf) B T-Score
0
2 18 i 3
1 148 2
0 136 )
1.24 0
-1
112 -1
2
1.00 2
3 gsep 3
4 076 -4
64 -5 064 5
20 30 40 50 60 70 80 90 100 56 57 58 59 60
Edad (afios) Edad (afios)
1 3
DMO Adulto-Joven Ajust. a edad
Regién (g/cm?) (%) T-Score (%) 2-Score
Lt 1,265 109 0,9 111 5
L2 1,334 108 0,3 110 1,0
L3 1,509 122 2,2 124 2,4
L4 1,532 124 2,4 126 2,6
L2-L4 1,467 118 1,9 121 2,1
Tendencia:L2-L4 .
1 Cambiar a
Medido Edad bMO Anterior Anterior
Fecha (afios) (g/em?) (%) (g/cm?)
COMENTARIOS! 2/8}2007 59,3 1,467 5,1 0,078
" 29{1/2007 58,8 1,545 0,1 -0,001
25/3{2004 56,0 1,546 S o




Figura 15. Resultados de los cambios en el SAT en la imagen de TC obtenida a nivel de L4, en un paciente varén de 57
afios en TARGA durante 6 afios, que incluia d4T. A, medicién en basal con un drea del SAT de 44.2 cm? y B, medicién a los
6 meses del cambio a TDF, hay un aumento del valor del drea del SAT a 79.1 cm?.

A B

Pruebas de laboratorio
En el inicio

La hemoglobina glicosilada fue significativamente diferente entre los grupos de tratamiento, con

una media mayor en el grupo d4T (P=0.036).

Los hombres en el inicio tenian niveles significativamente menores de media de colesterol-HDL
(P=0.035), adiponectina (P=0.05), leptina (P=0.000) y grelina (P=0.020) que las mujeres.

A los 6 meses

El nivel triglicéridos, colesterol total y colesterol-HDL en sangre disminuyeron significativamente
en todo el grupo de pacientes a los 3 y 6 meses. En el grupo en tratamiento inicial con d4T la
disminucién fue significativa a los 3 meses para los triglicéridos y colesterol total, y para el
grupo AZT fue significativa a los 3 y 6 meses para el colesterol total, y a los 6 meses para el
colesterol-HDL (Figura 16, Tabla 8).

El nivel de adiponectina disminuyd significativamente a los 6 meses en todo el grupo de

pacientes y para el grupo en tratamiento con AZT (Figura 16, Tabla 8).

No hubo cambios significativos en los niveles de CD4, colesterol-LDL, glucosa, insulina,

hemoglobina glicosilada, HOMA-IR, lactato, péptido C, leptina ni grelina (P>0.05).

Entre hombres y mujeres y entre los grupos segun el tratamiento al inicio, no hubo diferencias

significativas en los cambios de los parametros de laboratorio a los 6 meses (P>0.05).



RESULTADOS

Figura 16. Medianas de las diferencias en las pruebas de laboratorio en los pacientes, a los 3 y 6 meses del cambio de
tratamiento con respecto al inicio.

100
80 OGRUPO azt
B GRUPO d4t
OAll
60 —
40 —
20 —
0+ |
220
.40 1
-60
-80
-100
CD4 | CD4 |Gluco|Gluco| TGL | TGL | CHO | CHO | HDL | HDL | LDL | LDL |LACT|LACT|INSU |INSU|HGB | HGB |PEPT|PEPT|LEPT|LEPT|ADIP | ADIP | GHR | GHR
dif | dif |sedifsedifl dif | dif | Ldif | Ldif | dif | dif | dif | dif |ATO | ATO |LINA|LINA|GLY | GLY | dif | dif | INA | INA | ONE | ONE |ELIN |ELIN
month|month|month month|month|month month|month|month|monthmonth|month| dif | dif | dif | dif | dif | dif |monthjmonth| dif | dif | dif | dif | dif | dif
[BGRUPOazt | 42 [ 20 | 45 [ 2 |-65|-125]-145]-155[-35 |45 6 | 6 | -1 | -2 o1 [-09]-02[03] 0 [-04][02]|-03[-05] 3 [ 95 |-88
|[mGRUPOGat | 26 | 55 | 0 | -9 [-22[-25[ 14|28 | 4| 4| 2|40 [ [37]12]005]01][-02]-06[-005 0 [-085/-08] 85 |-40
= 32| 4| 1|1 |10]18]14|18] 4] 4|45] 3| 1| 2]-08[09]| 0 [02]|-01]|-04][005|-025|-05]|-175/875]|-71

Datos de las diferencias para cada variable: primera columna diferencia a los 3 meses respecto al basal, segunda columna diferencia a los 6
meses respecto al basal.

Tabla 8. Variables de laboratorio que mostraron cambios significativos (P<0.05) a los 3 y 6 meses en el grupo global de
pacientes y segun grupos de tratamiento al inicio.

Text de Wilcoxon  Grupo valor P
Triglicérido 3m azt
Triglicérido 3m d4t 0.03125
Triglicérido 3m total 0.04955
Triglicérido 6m azt
Triglicérido 6m d4at
Triglicérido 6m total 0.02537
Colesterol T 3m azt 0.00797
Colesterol T 3m d4t 0.03442
Colesterol T 3m total 0.00043
Colesterol T 6m azt 0.03848
Colesterol T 6m d4at
Colesterol T 6m total 0.00308
C-HDL 3m azt
C-HDL 3m d4t
C-HDL 3m total 0.01312
C-HDL 6m azt 0.01520
C-HDL 6m d4t
C-HDL 6m total 0.00223
Adiponectina 6m azt 0.01892
Adiponectina 6m dat
Adiponectina 6m total 0.00216




Cambios en la composicion corporal y las pruebas de laboratorio

A los 6 meses del cambio de |la estrategia de tratamiento, los cambios en la SAT se relacionaron
inversamente con los de los triglicéridos y positivamente con los del colesterol-HDL y colesterol-
LDL.

Los cambios de la grasa del brazo y del tronco se relacionaron positivamente con los del

colesterol-HDL vy el colesterol-LDL, respectivamente.

Los cambios en la VAT se relacionaron positivamente con los del colesterol-HDL, la insulina, la

hemoglobina glicosilada y el HOMA-IR.

Tabla 9. Relacion significativa (P<0.05) de cambios a los 6 meses entre medidas de composicion corporal y pruebas de
laboratorio en todos los pacientes.

Coef. correlacion Spearman

N _ V(T3] Colesterol-  Colesterol- s Hemoglobina
Pr'ob > |r| con HO: Rho_-O Triglicéridos HDL LDL Insulina Glicosilada HOMA-IR
Numero de Observaciones
-0.45417 0.39116 0.46893
Grasa Subcutanea (SAT) 0.0198 0.0482 0.0277
26 26 22
0.40940
Grasa Tronco (DEXA) 0.0470
24
0.45951
Grasa Brazo (DEXA) 0.0139
28
0.53925 0.43631 0.41363 0.40930
Grasa Visceral (VAT) 0.0045 0.0259 0.0357 0.0379

26 26 26 26




RESULTADOS

Valoracién muscular en *H-MRS

Triglicéridos en musculo

El musculo séleo presentd niveles significativamente mayores de IMCL y de EMCL que el
musculo tibial anterior, y el nivel de EMCL fue significativamente mayor que el de IMCL para
ambos musculos en todos los individuos (P<0.001) (Tabla 10).

Tabla 10. Concentracién de IMCL y EMCL en ambos musculos en pacientes y controles al inicio del estudio, con niveles de
significacion de diferencias entre musculos y entre triglicéridos.

Pacientes al inicio N Mediana [25;75] Valor P Controles al inicio N Mediana [25;75] Valor P
Sdleo IMCL 28 532,8 [332,46;786,98] Séleo IMCL 10 344,4 [279,60;703,90]

0.000 0.000
Sdleo EMCL 28 1215 [731,57;2105] Sdleo EMCL 10 1450 [1070;2160]
Tibial a IMCL 25 108 [80,60;169,27] Tibial a IMCL 10 70,9 [49,59;136,63]

0.000 0.000
Tibial a EMCL 28 447 [265,06;796,23] Tibial a EMCL 10 404,7 [270,50;650,46]
Sdleo/Tibial a IMCL 0.000 Sdleo/Tibial a IMCL 0.000
Soleo/Tibial a EMCL 0.000 Sdleo/Tibial a EMCL 0.000

Datos presentados como medianas y percentiles [P25;P75]

IMCL en el inicio

Los pacientes en el inicio del estudio presentaron niveles mas elevados de IMCL que los
controles, para ambos musculos, en todos los pacientes y en cada grupo por tratamiento y
sexo, aunque la diferencia no fue significativa (P>0.05) (Tabla 11, Figuras 17 y 18). El
porcentaje de incremento de la mediana de IMCL en los pacientes con respecto a los controles

en el musculo séleo era de un 54,7% y para el musculo tibial anterior de un 52,32%.

Se encontraron diferencias significativas de los niveles de IMCL en el tibial anterior entre los
hombres tratados con d4T y los controles (P=0.042), asi como entre los hombres tratados con
d4T y los tratados con AZT (P=0.043), con porcentaje de incremento respecto a los controles
del 107,88% para el grupo d4T y del 42,44% para el grupo AZT (Tabla 11, Figura 17). No hubo

diferencias significativas entre hombres y mujeres (P>0.05).

IMCL a los 6 meses

El global de pacientes y los grupos segun tratamiento al inicio mostraron una disminucion de los
valores de la mediana de IMCL con el cambio de estrategia de tratamiento, para ambos

musculos, aunque sin significacién estadistica (P>0.05) (Tabla 11, Figura 19A).

Segun sexo, los hombres en tratamiento inicial con AZT mostraron una disminucion significativa
de IMCL en el musculo s6leo (mediana de las diferencias a los 6 meses -166.19, P=0.037) y en
el musculo tibial anterior (mediana de las diferencias a los 6 meses -37.09, P=0.023), con un
porcentaje de diferencia de las medianas en cada musculo del -29.59% vy del -36.72%,

respectivamente. Hubo diferencias significativas de los cambios en el musculo séleo a los 6



meses entre el grupo de hombres tratados con AZT y el tratado con d4T (mediana de las
diferencias a los 6 meses AZT -166.19, d4T 16.9, P=0.043) (Tabla 11, Figuras 19B y 20).

El grupo de hombres en tratamiento previo con d4T, mujeres y los controles mostraron cambios
en los IMCL en el séleo y en el tibial anterior a los 6 meses con respecto al basal, aunque no
fueron significativos (P>0.05) (Tabla 11, Figura 19B).

Entre pacientes y controles, se encontré una diferencia significativa de los cambios de IMCL a
los 6 meses en el musculo tibial anterior para todos los pacientes (mediana de las diferencias
pacientes -27.2, controles 21.3, P=0.034) y para el grupo en tratamiento inicial con AZT
(mediana de las diferencias AZT -24.6, controles 21.3, P=0.025), sin diferencias entre el resto
de grupos (P>0.05) (Figura 19A, Tabla 11).

No hubo diferencias significativas de cambios agrupando a los pacientes segun la inclusién o no
en el tratamiento un inhibidor de la proteasa, si habia infeccién por el VHC, ni segin el modelo
de infeccion del VIH (P>0.05). No se encontré una relaciéon significativa del cambio de IMCL en
dependencia del tiempo de infecciéon con el VIH, tiempo de tratamiento, ni tiempo en TARGA
(P>0.05).

Tabla 11. Valores de medianas de la concentracion de IMCL basalmente y a los 6 meses, diferencias de las medianas a los

6 meses respecto al inicio y niveles de significacion, de todos los controles y pacientes, y subgrupos de pacientes por
tratamiento y sexo.

Musculos y grupos de sujetos N N mediana mediana drir;zg;':;?a P diferencia
mes 0 mes 6 mes 0 mes 6 e 0-6

Controles 10 9 3444 389,8 -11,6 0,594
Todos pacientes 28 26 532,8 460,8 -70,9 0,141
Grupo d4T 12 12 478,5 557,1 -47,8 0,969
Grupo AZT 16 14 561,5 436,8 -136,5 0,064
P AZTyd4T 0,816 0,504 0,165

EJl P pacientes y controles 0,317 0,239 0,97

= P d4T y controles 0,533 0,227 0,522

3 P AZT y controles 0,246 0,345 0,614

a Hombres 22 20 532,8 480,9 -113,7 0,168
Hombres en d4T 10 10 473,0 557,1 16,9 0,789
Hombres en AZT 12 10 561,5 460,8 -166,2 0,037
Mujeres 6 6 510,1 428,9 -2,6 0,688
P hombres y mujeres 1,000 0,929 0,457
P hombres AZT y d4T 0,539 0,529 0,043
Controles 10 10 70,9 124,6 21,3 0,074
Todos pacientes 25 26 108 94,2 -27,2 0,407
Grupo d4T 12 12 122,5 111,56 -27,7 0,937
Grupo AZT 13 14 101 84 -24,6 0,182
P AZTy d4T 0,211 0,328 0,908

d P pacientes y controles 0,255 0,52 0,034

‘Eu P d4T y controles 0,166 0,947 0,147

® P AZT y controles 0,495 0,292 0,025

E Hombres 19 20 112,4 83,1 -37,6 0,067
Hombres en d4T 10 10 1474 111,56 -43,9 0,492
Hombres en AZT 9 10 101,0 68,8 -37,1 0,023
Mujeres 6 6 87,8 105,0 48,6 0,313
P hombres y mujeres 0,366 0,268 0,077
P hombres AZT y d4T 0,043 0,165 0,897

Nivel de significacién P<0.05 en gris
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Figura 17. Valores de las medianas de IMCL para ambos musculos de: A, grupos de tratamiento, todos los pacientes y
controles en el inicio del estudio B, grupos hombres segun tratamiento, todos los hombres, mujeres y controles.
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Figura 18. Resultados en LCModel de los metabolitos en el musculo séleo de A, Paciente vardn de 49 afios en TARGA
durante 2 afos, incluyendo d4T y B, Control varén de 47 afios. Los niveles de IMCL13 (IMCL en la frecuencia de resonancia
1.3 ppm) son mas altos en el paciente que en el control.
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Figura 19. Medianas de las diferencias de IMCL a los 6 meses con respecto al inicio para ambos musculos en A, grupos de
tratamiento, todos los pacientes y controles en el inicio del estudio B, grupos hombres segun tratamiento, todos los
hombres, mujeres y controles.
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Figura 20. Resultados en LCModel de los cambios de los metabolitos en el mdsculo tibial anterior de un paciente varén de
40 afios con VHC, en TARGA durante 3 afos y medio, incluyendo AZT. A, Resultados en el basal. B, Resultados a los 6
meses, observando una disminucién de IMCL13 (IMCL en la frecuencia de resonancia 1.3 ppm).
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RESULTADOS

Composicion corporal e IMCL
En el inicio

En el inicio del estudio el nivel de IMCL en el musculo tibial anterior mostré una relacién inversa
con la grasa en pierna (r -0.468, P= 0.018) y positiva con la masa magra en tronco (r 0.403,
P= 0.046).

A los 6 meses

Encontramos una concordancia entre la disminucién de la masa magra de la pierna y
brazo+pierna con la disminucion de los IMCL en el 50% vy el 54,2% de los todos los pacientes

en el musculo séleo y tibial anterior, respectivamente, aunque no fue significativa (P>0.05).

Sin embargo, en el grupo de hombres la relacién entre disminucién de la masa magra en pierna
y la de IMCL en el musculo tibial anterior fue significativa, con una concordancia del 61.1%; y
en el grupo de hombres en tratamiento inicial con d4T la relacién fue significativa con la masa

magra en pierna y en brazo+pierna, con una concordancia del 60% (Tabla 12, Figura 21).

Tabla 12. Relaciones significativas entre la disminucion de la masa magra periférica y de IMCL en el musculo tibial
anterior.

HOMBRES HOMBRES d4T
IMCL ta / magra pierna IMCL ta / magro pierna IMCL ta / magro brazo-pierna
Coef. correlacion Spearman 0.490 0.646 0.745
Prob > |r| con HO: Rho=0 0.039 0.044 0.013
% casos disminucion IMCLta y magra pierna 61.1% 60% 60%
Significacion de kappa 0.533 0.183 0.183

Figura 21. Diagrama de dispersién de la disminucién de IMCL en el mdsculo tibial anterior a los 6 meses del cambio de
estrategia del tratamiento con: A, la disminucién de la masa magra en pierna en el grupo de pacientes hombres, y B, la
disminucidén de la masa magra en pierna y brazo+pierna en el grupo de pacientes hombres tratados con d4T.
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Pruebas de laboratorio e IMCL
En el inicio

El nivel de IMCL en el musculo séleo mostrd una relacién positiva significativa en todo el grupo

de pacientes con el nivel de triglicéridos (Tabla 13).

El nivel de IMCL en el musculo tibial anterior mostré una relacién positiva significativa en todo el
grupo de pacientes con el nivel de triglicéridos, insulina, HOMA-IR, y péptido C, y una relacién

inversa significativa con el nivel de colesterol-HDL, adiponectina y grelina (Tabla 13).

Tabla 13. Relacion significativa en el inicio del estudio entre los IMCL y las pruebas de laboratorio.

Coef. correlacion Spearman

Prob > [r| con HO: Rho=0 Triglicéridos °°';SI;E'°" Insulina HOMA-R PéptidoC  Adiponectina  Grelina
Numero de Observaciones
0,425 0,378
Séleo IMCL 0024 0,048
28 28
0,412 -0,492 0,497 0,457 0,465 0,464 0,429
Tibial a IMCL 0,041 0,012 0,011 0,022 0,019 0,020 0,037
25 25 25 25 25 25 24

A los 6 meses

Los cambios de IMCL en el musculo tibial anterior en los pacientes en tratamiento inicial con
d4T mostraron una relacién positiva significativa con los cambios de triglicéridos, péptido C vy

HOMA-IR, y una relacion inversa significativa con los del colesterol-HDL (Tabla 14).

Los cambios de IMCL en el musculo tibial anterior en el grupo de hombres mostraron una
relacién positiva significativa con los cambios de triglicéridos, y una relacién inversa significativa

con los del colesterol-HDL y la adiponectina (Tabla 14).

Tabla 14. Relacion significativa de cambios a los 6 meses entre los IMCL en el tibial anterior y las pruebas de laboratorio.

Coef. correlacion Spearman

Prob > |r| con HO: Rho=0 Triglicéridos c°':|s[;fr°" Adiponectina  Glucosa  PéptidoC  HOMA-IR
Numero de Observaciones
0.629 -0.629 0,643 0,608
Tibial a IMCL Grupo d4T 0,028 0,028 0,024 0,036
12 12 12 12
0,517 0,673 -0,523
Tibial a IMCL Hombres 0,028 0,002 0,026
18 18 18




RESULTADOS

Valoracion de la médula 6sea

Los parametros de laboratorio del perfil 6seo (niveles de LDH y FA) y del componente medular

hematopoyético (eritrocitos, leucocitos y plaquetas), fueron normales en todos los pacientes.

Patrén medular en RM inicial
Prevalencia de las alteraciones en RM

En las imagenes de RM de SE potenciadas en T1 de la pierna derecha en el inicio del estudio, se
observaron en 4 de los 28 pacientes (14,3%) (3 en tratamiento con AZT y 1 con d4T) focos de
baja intensidad de sefial similar al agua o musculo o patrén tipo 1, en 4 de los 28 pacientes
(14,3%) una sefal focal o difusa de intensidad intermedia similar a la sefial de la médula
hematopoyética o patréon tipo 2, y en el resto de pacientes (71.4%) y en todos los controles

(100%) una médula ésea de patrén normal con sefial grasa o patrén tipo 3 (Figura 22).

Aspecto y distribucién de las lesiones

Los 4 casos con focos de intensidad de sefial baja en las imagenes de SE potenciadas en T1 o
patrén tipo 1, presentaron una sefal alta en las secuencias potenciadas en T2 con saturacién de
la grasa y no realzaban en las imagenes de SE potenciadas en T1 con supresion de la grasa tras

la administracién de contraste intravenoso, con un aspecto de tipo seroso (Figura 23).

Las imagenes de SPECT mostraron en estos casos con lesiones focales de baja sefial o patron
tipo 1, una captacion inespecifica, sin aspecto de proceso inflamatorio, infiltrativo o maligno. Las
imagenes de correlacion de TC y las imagenes radiograficas de las seriadas éseas fueron

normales (Figura 24).

Las imagenes de RM corporal total demostraron que los casos con lesiones focales con patrén
tipo 1 o de aspecto seroso se localizaban en tibias, peronés, zona distal de fémures en los 4
casos, y de forma aislada se localizaban pequenos focos en 1 caso en calcaneo y astragalo, y en
2 casos en regidon proximal de humeros. En ninguno de los pacientes se encontraron lesiones

focales en el esqueleto axial ni en pelvis (Figura 25).



Figura 22. Iméagenes axiales de SE potenciadas en T1 de la pierna derecha con representacion de los tres patrones de RM
observados en la médula ésea. A, Tipo 1, patrén medular con focos de baja sefial. B, Tipo 2, patrén medular con intensidad
de sefial intermedia. C, Tipo 3, patrén medular normal con sefial grasa.

Figura 23. Iméagenes coronales de RM mostrando el patron de aspecto seroso de las lesiones con patrén focal o tipo 1. A,
Imagen coronal de SE potenciada en T1, se observa la hipointensidad de sefial de las lesiones endomedulares. B, Imagen
coronal potenciada en T2 con saturacion de la grasa muestra la alta intensidad de sefial de las lesiones. C, Imagen coronal

de SE potenciada en T1 con saturaciéon de la grasa con gadolinio intravenoso, en la que no se observa realce de las
lesiones.

Figura 24. Imagenes coronales de RM corporal Figura 25. Imagenes de RM y SPECT-TC de piernas. A, Imagen
total mostrando la distribucién de las lesiones en coronal de RM potenciada en T2 con saturacién de la grasa
tibias, peronés y zona distal de fémures (flechas). muestra las lesiones con patrén de aspecto seroso en las

tibias. B, En el estudio de SPECT muestran una captacion
inespecifica. C, Imagen axial de TC con patrén éseo normal.

NOTA: Las imagenes han sido retiradas por formar parte de la publicacién sobre un aspecto de esta tesis:
AI Garcia, A Milinkovic, X Tomds, S Vidal-Sicart, J Pomés, M del Amo, J Mallolas. MRI signal changes of the bone marrow in
HIV-infected patients with lipodystrophy: correlation with clinical parameters. Skeletal Radiol 2011, 40(10): 1295-301.
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Parametros clinicos y patrén medular en RM inicial

Los pacientes con un patrén de aspecto seroso o tipo 1, mostraron en el inicio del estudio un
significativo menor contenido de grasa en brazos, piernas, brazos+piernas y total, y un mayor
contenido de masa magra en piernas y tronco. Agrupando los valores de las variables numéricas
en terciles, se observé que el grupo con lesiones focales con patrén de aspecto seroso,

mostraban un significativo menor contenido de grasa en piernas y brazos+piernas (Tabla 15).

Tabla 15. Diferencias en las medidas de composicion corporal en el inicio del estudio entre los pacientes infectados por el
VIH con y sin patrén medular de tipo seroso en RM.

ComposiciONCORPORAL  PaceriesMsnpatin  PaceniesViMconpatin yyerp T
Grasa brazo (gr) (DEXA) 1351.5 [728; 2023] 529 [370; 807.5] 0.03 0.09
Grasa pierna (gr) (DEXA) 2595.5 [1343; 4707] 1170.5 [1073; 1230] 0.02 0.01
Grasa brazo+pierna (gr)  (DEXA) 3783.5 [2390; 6926.5] 1626.5 [1530.25; 2064] 0.007 0.01
Grasa tronco (gr) (DEXA) 7443 [5214.5; 11320] 4886.5 [4364; 6177.5) 0.09 0.09
Grasa total (gr) (DEXA) 11108 [8665; 18711] 7215 [6569.5; 8139.5] 0.01 0.09
Magro brazo (gr) (DEXA) 6771.5 [5042; 8116] 7509.5 [6750; 9537.5] 0.26 0.32
Magro pierna (gr) (DEXA) 17139 [13690; 19669] 18509 [17997; 19527.5) 0.32 0.74
Magro tronco (gr) (DEXA) 24878 [20774.5; 27116.5] 31921 [28294; 32781] 0.01 0.09
Magro total (gr) (DEXA) 53687 [42544; 58330] 63410 [57795.5; 65651] 0.07 0.09
VAT (cm?) (TC) 110.55 [62.6; 140.7] 107.95 [78.2; 164.8] 0.75 0.93
SAT (cm?) (TC) 90.8 [60.4; 161.4] 52.05 [24.4; 89.35] 0.17 0.16

Datos presentados como medianas y percentiles [P25;P75]
Valor P significativo en gris

VAT: tejido adiposo visceral, SAT: tejido adiposo subcutdneo
gr: gramos

El conjunto de sujetos con alteracién del patrén de médula 6sea en RM (patrén seroso o tipo 1y
patréon intermedio o tipo 2) mostraron en el inicio del estudio con respecto al grupo con un
patrén graso normal, un significativo menor contenido de grasa en piernas, brazos+piernas y
total, para todos los valores de las variables (P=0.025, 0.021 y 0.049, respectivamente) y en la

agrupacion de los valores de las variables en terciles (P=0.026, 0.017 y 0.026,
respectivamente) (Tabla 16).

Tabla 16. Diferencias en las medidas de composicién corporal en el inicio del estudio entre los pacientes infectados por VIH
con patrén medular graso normal y con patrén medular alterado (seroso e intermedio) en RM.

CoMPoSICIONCORPORAL  Pacetes bconpatton Pacietes W conpatinyorp  Tarcles
Grasa pierna (gr) (DEXA) 3142 [1431,5;5083] 1230 [1053; 1395,75] 0.025 0.026
Grasa brazo+pierna (gr)  (DEXA) 3915 [2583,5; 6926,5] 1836,5 [1588,5; 2569,5) 0.021 0.017
Grasa total (gr) (DEXA) 11622,5 [9597,5; 20004,5] 7377,5 [7132,25; 9462] 0.049 0.026

Datos presentados como medianas y percentiles [P25;P75]
Valor P significativo en gris

VAT: tejido adiposo visceral, SAT: tejido adiposo subcutédneo
gr: gramos



El grupo de sujetos con alteracion de la sefial de la médula 6sea (seroso e intermedio)
presentaba un significativo mayor nivel de insulina (P=0.016) y de HOMA-IR (P=0.018) y menor
de grelina (P=0.036).

No se encontraron diferencias significativas entre el grupo con lesiones focales de tipo seroso en
la médula 6sea con el grupo que presentaba cambios de sefial intermedia, ni entre el grupo con

sefial intermedia y el grupo de sefial normal (P>0.05).

No se encontraron otras diferencias significativas entre el grupo con patrén de aspecto seroso,
ni en el conjunto de pacientes con alteraciéon de sefial en la médula dsea (patrén seroso e

intermedio) con el resto de parametros clinicos (P>0.05).

IMCL y patrén medular en RM inicial

El nivel de IMCL basalmente era mayor, para ambos musculos, en el grupo con patrén seroso
con respecto al de alteracién intermedia, y en el grupo de alteracién intermedia con respecto al
de patréon de sefial normal. En el musculo tibial anterior estas diferencias fueron significativas
entre el grupo con patrén seroso e intermedio (P=0.031), y entre todos los sujetos con
alteracién del patrén medular en RM (seroso e intermedio) y los que tenian un patrén medular
graso normal (P=0.031). En el musculo séleo las diferencias entre grupos no fueron
significativas (P>0.05) (Tabla 17).

Tabla 17. Niveles de IMCL para ambos musculos en los pacientes segun los tres patrones de médula ésea en RM en el
inicio del estudio.

; Patron Seroso (tipo 1) Patrén Intermedio (tipo 2) Patréon Normal (tipo 3)
Musculos (N=4) (N=4) (N=20)
Sdleo IMCL 661,40 [373,03; 977,05] 577,64 [563,35; 602,17] 446,88 [300,84; 786,98]
Tibial a IMCL 174,69 [116,29; 257,04] 153,26 [49,53; 181,64] 92,33 [72,23; 128,84]

Seroso respecto al Intermedio P= 0.031

Seroso + Intermedio respecto al normal P=0.031

Datos presentados como medianas y percentiles [P25;P75]

Cambios de los parametros clinicos y del patrén medular en RM

A los 6 meses no se observaron cambios en los patrones de médula ésea en las imagenes de SE

potenciadas en T1 de RM de las piernas, en pacientes ni en controles.

A los 6 meses de cambiar la estrategia de tratamiento, el grupo con lesiones focales de aspecto
seroso en la médula 6sea mostré mas recuperacién de la grasa periférica que los otros grupos
(Tabla 18).
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Tabla 18. Cambios en la composicién corporal a los 6 meses respecto al inicio, entre los pacientes infectados por el VIH
con y sin patrén medular de tipo seroso en RM.

COMPOSICION CORPORAL

Pacientes VIH sin patrén medular seroso (N=23)

Pacientes VIH con patrén medular seroso (N=4)

Grasa brazo (gr)
Grasa pierna (gr)
Grasa tronco (gr)
Grasa total (gr)
Magro brazo (gr)
Magro pierna (gr)
Magro tronco (gr)
Magro total (gr)
VAT (cm?)

SAT (cm?)

(DEXA)
(DEXA)
(DEXA)
(DEXA)
(DEXA)
(DEXA)
(DEXA)
(DEXA)
(TC)

(TC)

Cambios absolutos

Porcentaje de cambios

Cambios absolutos

Porcentaje de cambios

139 [-11; 345 ]

71 [-300; 353 ]

713 [-103; 1482
837 [-842; 2283 |
-10 [-397; 101]
-641 [-789; -452 |
-303 [-1364; 395 ]
1279 [-2211; -180 ]
0.2[-10.5; 16.7 ]
5.7 [-11.1; 24.8 ]

13,71 [-2,36 ;29,61]
2,33[-7,92;16,2]
8,03 [-0,84 ;18,96]
8,51[-2,72;15,13]
-0,16 [-6,71 ;1,52]
-3,71[-5,58 ;-2,78]
1,4 [-5,07 ;1,49
-2,63 [-4,14 ;-0,43]
0,12 [-16,77 ;19,58]
7,05 [-4,57 ;38,81]

265.5 [239.5; 556.5 |
146 [63.5; 233 |

1403 [405; 1936.5 ]
2127 [827; 2780.5 ]
-193.5 [-341; -102.5 ]
4155 [-1213.5; 899.5 |
1375 [-2698.5; -971 ]
-2049.5 [-2264; -1381 ]
10.1 [-37.85; 22.15 ]
12.35[-0.9; 28.8 ]

71,95 [52,63 ;80,15]
13,22 [5,16 ;21,54]
29,11[8,8 ;44,68]
29,59 [11,33 ;42,87]
-2,83 [-3,79 ;-1,45]
-1,98 [-6,29 ;4,9]
-4,31[-8,36 ;-3,23]
-3,21 [-3,45 ;-2,35]
8,16 [-18,38 ;21,23]
55,38 [-1,16;117,46]

Datos presentados como medianas y percentiles [P25;P75]
VAT: tejido adiposo visceral, SAT: tejido adiposo subcutdneo

gr: gramos
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Los resultados de este estudio mostraron que el contenido graso del sistema
musculoesquelético participa activamente en el sindrome de lipodistrofia en los pacientes
infectados por el VIH en TARGA, ofreciendo una nueva perspectiva en la patofisiologia de la
enfermedad. Los cambios observados en la célula muscular y en la médula dsea se
interrelacionan entre si, junto a otras manifestaciones y cambios en el sindrome de lipodistrofia,
y con implicaciéon sobre los hallazgos desconcertantes e inesperados que se han observado en

este grupo de pacientes.
Lipodistrofia y misculo

Uno de los principales objetivos de esta disertacion académica es determinar la etiopatogenia de
la disminucién de la masa magra que presentan los pacientes en tratamiento con TA cuando se
sustituye por TDF, con la hipdtesis de una probable migraciéon de los IMCL a la periferia. Esta
hipétesis se ha formulado en base a observaciones previas en estudios de valoracién de
triglicéridos musculares mediante H-MRS en pacientes VIH+ con lipodistrofia, en las que se
demuestra un mayor contenido de IMCL con respecto a la poblacién normal (65,96,113), y a la
observaciéon de una mayor masa magra en la medicion con DEXA (119), que nos indujeron a
pensar en la relaciéon entre ambos, con una posible recuperacién de esta masa a un nivel basal

con el cambio de tratamiento, secundaria a un movimiento de IMCL.

Nuestro grupo de pacientes presentaban al inicio del estudio entre un 54,7% y un 52,32% mas
de IMCL para el muasculo séleo vy tibial anterior, respectivamente, que el grupo de poblacién
normal, y el nivel de IMCL en el musculo tibial anterior se relacionaba con el grado de lipoatrofia
periférica, especificamente con la grasa en pierna. Este incremento era especialmente alto en el
musculo tibial anterior en los pacientes varones tratados con d4T, de hasta un 107,88% con
respecto al grupo de hombres sanos. En la literatura se muestra incrementos similares, del 60%
en el musculo tibial anterior y del 45% en el musculo séleo en un grupo de mujeres respecto a
un grupo sano (113), del 50% en el musculo séleo en un grupo de varones con lipodistrofia
moderada o severa con respecto a un grupo control VIH+ sin TARGA y sin lipodistrofia (96), y
de hasta un 130-134% para un grupo mixto con mayor grado de lipodistrofia (65).

Con la sustitucién de los andlogos de la timidina (d4T o AZT) por TDF, a los 6 meses del cambio
los pacientes mostraron una respuesta adecuada en la redistribucién de la grasa, con
recuperacion de la grasa periférica, y como se esperaba se acompand de una disminucion de la
masa magra, acorde con lo observado previamente (118). Encontramos una asociacién entre la
disminucién de la masa magra con la disminuciéon de IMCL, que acontecié en el 50% y el 54,2%
de los individuos en el musculo séleo y tibial anterior, respectivamente. Esta relacién fue
especialmente significativa en el grupo de hombres en el musculo tibial anterior con respecto a

la masa magra en pierna y periférica (brazo+pierna).



Aspectos a destacar en nuestros resultados son las diferencias entre los tratamientos iniciales, y

la significacidn de las valoraciones en hombres y en el musculo tibial anterior.

Los resultados de este estudio mostraron diferencias entre los pacientes en tratamiento con
estavudina o d4T y los tratados con zidoduvina o AZT. Aunque ambos grupos no mostraron
diferencias en los parametros de valoracién del sindrome en el inicio del estudio ni de respuesta
con el cambio de tratamiento, el grupo en d4T mostré menos areas de recuperacion significativa
de la lipoatrofia. Respecto a los IMCL encontramos en hombres tratados con d4T niveles
especialmente mayores en el musculo tibial anterior, y con el cambio de tratamiento fue el
grupo AZT el que mostré una mejor respuesta a la recuperacion con una disminucidn mas
intensa de los IMCL para ambos musculos.

Se reconoce en diferentes ensayos clinicos, que el tratamiento con d4T se asocia con un
aumento del riesgo de lipoatrofia aproximadamente del doble en comparacién con el AZT (142),
y que cuando ambos se sustituyen por otro NRTI con menos toxicidad asociada a la lipodistrofia,
la respuesta es 6ptima, pero hasta el momento no se han estudiado las diferencias de respuesta
entre ambos tratamientos con el cambio a nuevas estrategias. La diferente toxicidad
mitocondrial y de tejido diana para ambos farmacos puede determinar diferentes patrones de
afectacion y respuesta. Asi, la especial afinidad del d4T sobre el adipocito con mayor implicacién
en el sindrome, justificaria manifestaciones mas intensas y una menor recuperacién. Por otro
lado, la reconocida afinidad especifica del AZT con el musculo, causante de una miopatia
ampliamente reconocida que es reversible, podria influir en la dindmica de IMCL cuando se

retira este farmaco del grupo de TARGA.

Pero estas diferencias entre d4T y AZT pueden estar también influenciadas por el tiempo de
infeccion con el VIH, el tiempo en tratamiento o por la inclusién en el TARGA de un inhibidor de
la proteasa, que eran significativamente mayores en nuestro grupo d4T. Se ha descrito que hay
una relacién entre el grado de lipodistrofia con el tiempo de tratamiento con TARGA (143), y su
recuperacion también se ve enlentecida a mas tiempo con el sindrome y con el tratamiento
(118,140). En la poblacién estudiada no encontramos que estos parametros influyeran en el
nivel de IMCL basalmente ni en sus cambios a los 6 meses, pero el tamafio de la muestra era

pequefio y con una potencia no suficiente para afirmarlo.

Otro de los puntos de atencién fue el protagonismo de los resultados en el grupo de hombres,
no sélo en la relaciéon entre los cambios de IMCL y la masa magra, sino también en la mayor
recuperacion de IMCL en el grupo en AZT, y en las relaciones de los cambios de IMCL con los de
parametros metabdlicos como triglicéridos, colesterol-HDL y adiponectina.

En el inicio del estudio habia diferencias entre hombres y mujeres, las mujeres mostraban mas
contenido de grasa total y por regiones, y de SAT, y menos contenido de masa magra. Es
reconocida en la poblacién normal la influencia de las hormonas estrégenos y testosterona en la
distribucion de la grasa en mujeres y hombres, la influencia de un suplemento de estrégenos en

la mujer postmenopdusica para mantener la distribucién de grasa ginoide, y cdmo en hombres
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transexuales que han sido tratados con estradiol, aumenta el tejido graso subcutdneo. La
literatura muestra manifestaciones diferentes de lipodistrofia entre hombres y mujeres,
indicando en algunos estudios una mayor predisposicién en las mujeres, que presentan un
patréon particular y complejo (144). En este aspecto podria intervenir la diferente
farmacocinética observada de distintos antirretrovirales entre sexos, aunque no se ha
encontrado una clara repercusion clinica (145).

Por otro lado, hay estudios que indican la influencia de los estréogenos en las distintas
manifestaciones del sindrome. Se ha descrito que juegan un papel en la alteracién de
distribuciéon de la grasa y en la sensibilidad de la insulina en hombres con VIH y lipodistrofia
(119,146), y aunque se han observado en algunos estudios incrementos de estas hormonas en
los pacientes en TARGA, se postula que su accién se debe a la influencia sobre los receptores en
los adipocitos, con expresiones diferentes segun su localizacidn (146). Se desconoce si hay una
influencia hormonal en el contenido de triglicéridos en otros compartimentos diferente al

adipocito, que pudiera afectar el comportamiento de IMCL.

En la literatura se indica que en sujetos sanos no hay una diferencia significativa en los IMCL
entre hombres y mujeres (147,148), y Unicamente se describen diferencias en la utilizacién de
las reservas de los IMCL durante el ejercicio (149). En nuestra muestra de pacientes no habia
diferencias en la concentracién de IMCL entre sexos para ambos musculos, pero sin embargo,
con la sustitucidon de los TA, el grupo de mujeres mostré unos cambios en los IMCL similar al
grupo control, que diferia a lo observado en los hombres. La literatura sélo muestra hasta el
momento estudios transversales sobre IMCL en pacientes VIH+ con lipodistrofia, en los que se
incluyen grupos mixtos de hombres y mujeres, o sélo uno de los dos sexos, pero no hay
estudios en los que se haga una valoracién longitudinal de cambios, ni estudios que se hayan
focalizado en valorar diferencias entre sexos o entre tratamientos. Una limitacién importante en
nuestra observacion es el pequefio tamafo de la muestra de mujeres, ya que no se consideré
en el disefio inicial que pudiera haber diferencias en el comportamiento de IMCL entre sexos,
por lo que no se pueden extraer resultados concluyentes, siendo un punto de partida para

futuros estudios.

El tercer punto a destacar derivado de nuestros resultados, es el protagonismo que presentan
los cambios de los IMCL en el musculo tibial anterior y sus relaciones con parametros clinicos.
Basalmente este musculo mostraba mas asociaciones entre sus niveles de IMCL con pardmetros
de composicién corporal como la asociacion inversa con la grasa de la pierna y la positiva con la
masa del tronco, y con parametros de laboratorio, como la asociacién positiva con los
triglicéridos, la insulina, el indice de resistencia a la insulina, y el péptido C, e inversa con el
colesterol-HDL, la adiponectina y la grelina, a diferencia del musculo séleo que Unicamente
encontramos una asociacién positiva con los triglicéridos. A los 6 meses, como ya se ha
indicado, se demostré una relacidén entre los cambios de sus IMCL con la pérdida de la masa
magra periférica, pero también se relacion6 con cambios en algunos parametros metabdlicos

qgue no se encontraron en el musculo séleo, como los triglicéridos y el colesterol-HDL (en



pacientes con d4T, en hombres y hombres con d4T), el indice de resistencia a la insulina (en
pacientes con d4T), el péptido C (en pacientes con d4T, y hombres con d4T) y la adiponectina
(en hombres). Ademads, se observd en nuestros pacientes una relaciéon entre su nivel de IMCL

con las alteraciones del patrén graso normal en la médula ésea.

El musculo tibial anterior se ha propuesto como mas estable para la valoracién longitudinal de
cambios en IMCL, por su estructura de fibras paralelas al campo By y por su menor contenido de
EMCL que puedan interferir en la cuantificacion de IMCL. Aunque por sus caracteristicas
metabolicas puede ser menos idéneo en la valoracién de las grasas, su mayor estabilidad lo
apoya como el mas adecuado. En nuestros resultados la mayoria de significaciones se
obtuvieron en este musculo. Acorde con estudios previos, el musculo sdleo presentd niveles
mayores de IMCL en todos los sujetos, en relaciéon por su mayor contenido de fibras de tipo I o
de capacidad oxidativa que utilizan la grasa como sustrato de fuente de energia. Sin embargo,
también presenté mayor cantidad de EMCL, afectando potencialmente la exactitud en la
cuantificacion de IMCL, como ya se ha descrito previamente (52), y puede determinar la
ausencia de significacidon en nuestros resultados de cambios a los 6 meses y de relaciones con

los parametros clinicos en este musculo.

En consideracion a los métodos de evaluacion, la DEXA realiza la cuantificacion del
compartimento graso y magro periférico de toda la extremidad, superior y/o inferior, definidas
como brazo y pierna, mientras la cuantificacion de IMCL se obtuvo de un area en un musculo
concreto. Se reconoce que hay una distribucion homogénea de IMCL en el mismo musculo, pero
es diferente para cada musculo en dependencia de su contenido de fibras, que a su vez depende
de su funcién (51), como el que observamos en los dos musculos que incluimos en el estudio, y
la extrapolacion de nuestra valoracion al conjunto de musculos de las extremidades puede
diferir. Igualmente, se desconoce si las alteraciones de la masa magra en el volumen que valora
la DEXA es diferente en cada musculo incluido, al igual que ocurre con los IMCL, un dato que la

DEXA no puede diferenciar.

Por otro lado, la valoracion de las concentraciones de IMCL se hicieron en referencia al agua
interna. Ya se ha apuntado previamente en la literatura que se desconoce si puede haber
variaciones en el contenido hidrico del musculo derivados de la propia infeccién, del
tratamiento, o de factores hormonales que pueden variar la cuantificacion de IMCL (113), y por
tanto que puedan variar nuestra valoracién longitudinal. No obstante, multiples estudios han
indicado el agua interna como un referente adecuado en las espectros de un volumen de interés

por su alta intensidad espectral (150,151).

Respecto a la valoracién de triglicéridos musculares hay que considerar que mientras el pool de
EMCL es inerte o con cambios mas lentos, el de IMCL es dinamico, y puede verse modificado por
el ejercicio y la dieta (149,152,153). Aunque todos los sujetos incluidos se les realizaron los

estudios de !H-MRS basalmente y a los 6 meses en las mismas condiciones, puede haber
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cambios bioldgicos que influyan en la significacion de nuestros resultados. En este aspecto no se
realizéd un control estricto de dieta ni del ejercicio, que puede afiadir variabilidad a nuestros
datos. Ademads, Unicamente se incluyé en el estudio los resultados obtenidos de IMCL
correspondientes a cadenas de n-metileno (-CH2) en la posicién 1.3 ppm de la espectroscopia,
por ser el grupo mas abundante y con menor error de cuantificacién, desestimandose otros

grupos de IMCL por su menor cuantia y con mas dificultad de deteccion.

De nuestros resultados se demuestra la activa participacién del contenido graso en la célula
muscular, aconteciendo cambios en estrecha relacién con la compleja red del sindrome, y
demostrando como la DEXA, considerada hasta ahora la mejor prueba en la medicion del
compartimento graso, no puede valorar con detalle tejidos no adiposos pero que también
contienen grasa. El musculo configura un compartimento con gran peso sobre el volumen
corporal total, del que so6lo se ha explorado una pequefia zona. Quedan mdultiples aspectos
abiertos a estudiar, en referencia al propio tejido muscular, como el contenido graso intracelular
y también extracelular e intermuscular de mas areas musculares y corporal total, seguimientos
mas prolongados en el tiempo, muestras mas amplias, y explorar nuevas técnicas de RM y de
procesado que mejore la exactitud de las cuantificaciones y amplie la valoraciéon a todos los

metabolitos lipidicos intracelulares.

Lipodistrofia y médula 6sea

Otro de los puntos importantes de investigacion en esta disertacion académica es valorar la
prevalencia de los cambios de senal en la médula ésea periférica que habiamos observado en
los estudios de RM en los pacientes VIH+ con lipodistrofia en TARGA, y si habia una relaciéon con
el sindrome de lipodistrofia. Encontramos una alteracién del patrén normal periférico graso en
médula ésea en un 28,6% de los pacientes, del cual la mitad (14,3%) era en forma de lesiones
focales. Todos los casos con alteracién del patrén medular, bien con un aspecto focal o el
conjunto de ellos, presentaban una mayor lipoatrofia periférica, especialmente en las piernas, y
un mayor nivel de IMCL en el musculo tibial anterior. Esta observacién pone de manifiesto la
afectacion de la médula ésea y su relacion con el grado de lipodistrofia en estos pacientes,

hallazgo no descrito previamente.

El siguiente objetivo a estudio era hacer una aproximacién diagndstica y determinar la
distribucion de las lesiones en la médula ésea mediante imagen. La ampliacidn del estudio de
RM en los casos con cambios focales hipointensos tipo 1 en las imagenes de SE T1, revelé que
estas lesiones mostraban un patréon de aspecto seroso o liquido, y que uUnicamente se
localizaban en extremidades inferiores, principalmente tibias y peronés, superponible a
hallazgos previos encontrados en RM de pacientes con anorexia, y que en es0S casos
correspondian a atrofia serosa o transformacién gelatinosa de la médula 6sea (28,29). Nuestros

pacientes no presentaban anemia o pancitopenia, a diferencia de otros cuadros de enfermedad



severa como en la anorexia y en el cancer avanzado, ni se localizaban en el esqueleto axial y
pelvis donde predomina el componente hematopoyético, lo que nos apoya en la idea de la
implicacién especifica del componente medular graso. La ausencia de lesién en las imagenes de
TC obtenidas en el SPECT/TC y en las imagenes radiogréficas de las series esqueléticas, nos
reafirma en que la afectacién se localizaba en el contenido medular manteniéndose preservada
la estructura ésea. Nuestras observaciones sugieren que el contenido de adipocitos en la médula
O0sea puede verse afectado al igual que los adipocitos periféricos, y aunque en ambos
compartimentos los adipocitos tienen interrelaciones diferentes con el entorno, forman parte del
tipo de grasa denominada como blanca, con una funciéon principal en relacion con los
requerimientos energéticos, a diferencia de la que contiene la grasa visceral y algunas
localizaciones periféricas (dorsocervical e intercostal), que contienen grasa parda con una
funcién especifica en termorregulacién y generacion de calor. Se ha descrito que los
antirretrovirales podrian tener una accién diferente sobre ambos tipos de adipocitos, que
explicaria la distribucion paraddjica de la grasa, con atrofia a nivel periférico o subcutdneo
mientras se mantiene o se acumula a nivel visceral (95).

Hay multiples estudios histoldgicos de pacientes infectados por el VIH y en diferentes estadios
de SIDA que indican la presencia de focos de atrofia serosa o transformacién gelatinosa de la
médula, y Unicamente hay un caso aislado de un paciente con SIDA en el que se muestra la
imagen por RM de una atrofia serosa aunque en el contexto de una osteonecrosis (128), pero
no hay ningun estudio especifico histolégico ni de imagen hasta el momento, realizado sobre

pacientes infectados por el VIH con lipodistrofia.

Con el cambio de estrategia de tratamiento no hubo cambios en los patrones medulares, aun
con buena respuesta de recuperacién de la grasa periférica. Considerando que las lesiones
focales en médula ésea encontradas tienen un patréon de tipo seroso, que sugieren una atrofia
serosa o transformacion gelatinosa de la médula 6sea, estas lesiones corresponderian a un
deposito de mucopolisacaridos que ocuparian los espacios vacios de las células adiposas
atroficas o disminuidas, con probable dificultad en su recuperacidn en un corto espacio de
tiempo. Por el tamafio de los casos resultantes con alteracion del patréon medular no se estudio
estadisticamente su valor como factor predictivo de recuperacién de la lipodistrofia con el
cambio de estrategia de tratamiento. Sin embargo, observamos que los pacientes con lesiones
de aspecto seroso, tenian una mediana de recuperacién mayor que el resto del grupo de
pacientes, datos que nos sugieren que no hay una asociacién con una insuficiente respuesta de

recuperacion de la lipodistrofia.

Una observacidn a destacar de nuestros resultados es la leve captacién del Tc-99m HMDP en el
estudio de SPECT/CT, que mostraron estas lesiones focales con patrén seroso en RM localizadas
principalmente en tibias y peronés. Con la inclusién de esta prueba en el protocolo de estudio de
la médula 6sea, se descartaron patologias que frecuentemente afectan a pacientes con VIH en

tratamiento, como la osteonecrosis, la osteomielitis y procesos neopldsicos. Sin embargo,
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observamos esa leve captaciéon del isétopo, hallazgo no descrito previamente en pacientes VIH+
con lipodistrofia, y tampoco en casos con atrofia serosa o transformacién gelatinosa de la
médula désea de otra etiologia. Una alteracidn en el microambiente medular secundario al
deposito de estos mucopolisacaridos, o la influencia de la adipogénesis en la osteoblastogénesis,

pueden ser algunas explicaciones para esta observacion (124).

Los hallazgos de este estudio sugieren la participacion del componente graso medular en
relacion con la lipodistrofia, observacién novel, no estudiada previamente. Hay multiples
preguntas todavia por resolver, que precisard de nuevos estudios que incluyan la valoracién
histoldgica de las lesiones, el estudio con técnicas de RM de cuerpo completo en todos los
individuos, estudios de RM especificos para valoracién de la médula 6sea en los casos con un
patron de afectacién intermedio, y la inclusion de pacientes infectados con el VIH sin

lipodistrofia, entre otros.

Metabolismo, composicion corporal y sistema musculoesquelético

Los cambios e interrelaciones en los parametros metabdlicos no fueron el eje principal de
estudio en esta tesis, aunque se consideraron en la valoracién de respuesta al cambio de
tratamiento, asi como sus relaciones con el sistema musculoesquelético. Los IMCL y los cambios
en la médula 6sea se relacionaron con varios elementos implicados en el metabolismo lipidico y
de la glucosa. Algunas asociaciones en referencia a los IMCL ya se han descrito en la literatura,
aunque corresponden a estudios transversales. Hasta el momento, no hay estudios publicados
en los que se hayan valorado las relaciones entre parametros de laboratorio y alteraciones en la
médula o6sea, ni estudios longitudinales que hayan determinado la relacion entre IMCL y

cambios metabdlicos.

Encontramos que el nivel de IMCL se relacionaba positivamente con los triglicéridos para ambos
musculos, y negativamente con el colesterol-HDL en el tibial anterior en el inicio del estudio, un
nivel alto de IMCL implicaba elevados triglicéridos y niveles bajos de colesterol-HDL. Con el
cambio en los IMCL a los 6 meses seguimos encontrando una relacién entre estos parametros,
en el musculo tibial anterior en pacientes en tratamiento con d4T y en el grupo de hombres, la
disminucién de IMCL se asociaba con la disminucién del nivel de triglicéridos y un aumento del

colesterol-HDL, reforzando la evidencia de una estrecha interrelacién.

La dislipemia es una alteracion ya descrita en pacientes VIH+ en la era pre-TARGA, pero su
incidencia aumenté dramaticamente con la introduccion del TARGA. Los principales cambios
metabdlicos asociados son el aumento de triglicéridos y colesterol total, con disminucién del
colesterol-HDL, y con aumento del recambio de lipidos (103). En nuestros pacientes con el
cambio de tratamiento hubo una buena respuesta con disminucién de triglicéridos y colesterol

total.



Varios estudios previos ya han indicado la asociacién de IMCL con los triglicéridos en pacientes
VIH+ con lipodistrofia (96,113). Se desconoce el mecanismo fisiopatolégico, postulandose que
puede estar en relacién a que un aumento de acidos grasos libres circulantes, secundario a la
lipolisis con reconversién en higado a triglicéridos, o en relacién a una disfuncién de la enzima
lipoproteina lipasa que interviene en la hidrélisis de triglicéridos en lipoproteinas, se
acumularian en el musculo. Este hecho se ha observado en sujetos normales cuando hay un
aumento circulante de acidos grasos libres (154), aunque en los pacientes VIH+ puede haber
implicacién de una disfuncidn mitocondrial. La recuperacidon de los metabolitos lipidicos en
nuestros pacientes fue paralelo a la recuperacién de la grasa periférica, como la SAT y
sobretodo la grasa del brazo y tronco, cambio ya descrito previamente, al que se suma la

relacién con la disminucién de IMCL, observacién no referenciada hasta ahora en la literatura.

Respecto a la asociacién encontrada en nuestra muestra entre IMCL y el colesterol-HDL es
también un hallazgo novel, no descrito previamente. El colesterol-HDL es una lipoproteina de
alta densidad con efecto protector cardiovascular, que puede disminuir en este sindrome
metabolico. En nuestros resultados se encontrd una relacion inversa con el nivel de IMCL, y por
tanto en conexidon ambos con el grado de manifestacion del sindrome. Sin embargo, aun asi
observamos de forma paraddjica una disminucion de la media de colesterol-HDL en el global de

pacientes con el cambio de tratamiento.

Al igual que con el colesterol-HDL, también encontramos cambios paraddjicos en el nivel de
adiponectina. La adiponectina es una hormona sintetizada exclusivamente por el tejido adiposo
que participa en el metabolismo de la glucosa y los acidos grasos, aumentando la sensibilidad a
la insulina en diversos tejidos como higado, musculo esquelético y tejido adiposo, favoreciendo
la oxidacién de acidos grasos y la entrada de glucosa en los tejidos. En condiciones normales los
niveles circulantes de adiponectina son inversamente proporcionales al porcentaje de grasa
corporal. Sin embargo, encontramos que el grupo de hombres presentaban menor nivel de
adiponectina que las mujeres, aun con menor grasa corporal, y con el cambio en la estrategia
de tratamiento aunque se recuperd la grasa periférica el nivel de adiponectina disminuy6. En
pacientes VIH+ con lipodistrofia se ha descrito una disminucién de adiponectina en relacién con
la resistencia a la insulina, y en pacientes VIH+ en TARGA se ha descrito una relacién inversa
con el VAT, triglicéridos y resistencia a la insulina, y una relacién positiva con el colesterol-HDL
y la grasa en extremidades (155,156). La menor cantidad de adiponectina en hombres aun con
menor cantidad de grasa y la paraddjica disminucién observada en todo el grupo de pacientes
con el cambio de tratamiento, nos induce a pensar en una disfunciéon en su sintesis por los
adipocitos, o en una disrregulacion por los cambios en 6rganos diana. Hay que considerar que la
accion de la adiponectina no depende unicamente de sus niveles si no también de los receptores
en estos érganos diana.

Respecto a su interaccion con los IMCL, se observé una relacién inversa, el acimulo de IMCL en

el tibial anterior en el inicio se relacionaba con un nivel menor de adiponectina, y con la
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disminucién de IMCL con el cambio de tratamiento se relacionaba con un nivel mayor,
especialmente en hombres que era el grupo que mostré mas intensamente los cambios de
IMCL. Con estas observaciones, de nuevo se demuestra la conexién entre la afectacién muscular

con las alteraciones metabdlicas.

Otras relaciones que observamos en torno al metabolismo lipidico, aunque inexplicables, fue la
relacién positiva de los cambios del SAT y de la grasa del tronco con la del colesterol-LDL, y la
del VAT con la del colesterol-HDL. Hay que considerar que de todos estos parametros,
Unicamente la grasa en el tronco y el colesterol-HDL mostraron cambios significativos a los 6

meses, y el resto mostré pequenos incrementos aunque no significativos.

No hay todavia una explicacidén para todos los cambios metabdlicos que acontecen, y aunque
con el cambio de estrategia de tratamiento se recuperan las manifestaciones del sindrome de
lipodistrofia, hay compartimentos y metabolitos que muestran patrones y ritmos de cambios
diferentes, como el que observamos con el colesterol-HDL, el colesterol-LDL y la adiponectina.
Hay que considerar que hay asociaciones complejas e interrelaciones entre la infeccién crénica,
los farmacos, una predisposicidon genética y factores ambientales, que participan en el sindrome

metabolico y que todavia se desconocen (156).

Las alteraciones en el metabolismo de la glucosa con aumento de la insulina y de resistencia a
la insulina es otro de los cambios ampliamente descritos en los pacientes VIH+ en TARGA sin y
con lipodistrofia. Al igual que en observaciones previas, encontramos en el inicio del estudio una
relacidon entre el nivel de IMCL en el musculo tibial anterior con el indice de resistencia a la
insulina (HOMA-IR) (65,96), pero también encontramos significativa la relacién con el nivel de
insulina y de péptido-C, niveles altos de IMCL se asociaban a niveles altos de estos parametros
en torno al metabolismo de la glucosa. El péptido-C forma parte de la proinsulina, proteina que
al ser procesada forma la insulina tras la escisién del péptido-C, y su medicién en sangre nos
indica la funcionalidad de las células beta del pancreas al producir insulina. No se encontraron
variaciones significativas de estos pardmetros metabdlicos tras el cambio de tratamiento, pero
seguimos encontrando asociaciones entre los cambios de IMCL con los de resistencia a la
insulina (HOMA-IR) y el péptido-C en el grupo en tratamiento con d4T. Ademds, observamos
que los sujetos con alteracidn del patréon medular mostraban también mayores niveles de
insulina y HOMA-IR.

Hasta ahora el VAT se ha descrito como un fuerte predictor de resistencia a la insulina en
multiples estudios de VIH, pero también en la diabetes y obesidad. El VAT en nuestro grupo de
pacientes al igual que otros estudios no se modificé con el cambio de TA por TDF, pero mostré
una relacién positiva con los cambios en la insulina y el indice de resistencia a la insulina
(HOMA-IR), asi como con la hemoglobina glicosilada. Aunque no encontramos una relacién
entre IMCL y afectacién del patron medular con el VAT, los IMCL se muestran también como un
factor influyente en el metabolismo de la glucosa, y la alteracién del patrén medular como un

indicador de grado de alteracidn metabdlica.



Otro parametro metabdlico relacionado con los IMCL y las alteraciones en la médula ésea es la
grelina. La grelina, es una hormona que estimula la secrecién de la hormona del crecimiento en
la hipdfisis y favorece la regulaciéon del metabolismo energético, con estimulacién del apetito y
aumento peso corporal y la adiposidad. Se ha encontrado un nivel disminuido en pacientes VIH
con lipodistrofia (157). En nuestros pacientes encontramos una relacién inversa entre IMCL en
el tibial anterior con los niveles de grelina, asi como una grelina significativamente menor en los
pacientes con lesiones en médula dsea, hallazgos no descritos previamente, indicdndonos una
conexién en la afectacién de otros compartimentos como el musculo y la médula ésea con el

nivel de grelina.

Al igual que los hallazgos encontrados entre IMCL y la composiciéon corporal, observamos un
protagonismo especial en nuestros resultados en el musculo tibial anterior, en el grupo de
hombres y en el tratamiento d4T.

El protagonismo del musculo tibial anterior, como ya se ha indicado, puede estar derivado de
una mayor exactitud en la cuantificacién de IMCL, aunque este musculo tenga menos actividad
metabolica oxidativa.

Considerando grupos por sexo, encontramos unos niveles significativamente menores de
colesterol-HDL, adiponectina, grelina y leptina en hombres con respecto a mujeres, sugiriendo
una mayor afectacién metabdlica, y por tanto justificando un mayor protagonismo en las
asociaciones y cambios.

Respecto a grupos de pacientes segun tratamiento al inicio, no encontramos diferencias
significativas, salvo un mayor nivel de hemoglobina glicosilada en el grupo d4T. Sin embargo los
pacientes en d4T mostraron mas protagonismo en las asociaciones entre IMCL y metabolitos. Al
igual que su protagonismo en los cambios corporales, la reconocida mayor toxicidad
mitocondrial del d4T con respecto a la del AZT, determina una mayor afinidad en ocasionar
alteraciones metabdlicas (89,92,93). A este factor hay que sumar que nuestro grupo en
tratamiento inicial con d4T incluia mas individuos en tratamiento con inhibidores de la proteasa
que son potenciadores de sus efectos (89), y también presentaban significativamente mas
tiempo en tratamiento, elemento con influencia en una progresiva toxicidad y posiblemente en

una recuperacion mas limitada.

Hay que considerar que aunque la sustitucién de TA por TDF mejora el sindrome de lipodistrofia,
el propio TDF no estd exento de toxicidad. En este aspecto, se observd una disminucién de la
densidad mineral ésea, sin relacion con los cambios en médula dsea, considerando ademas que
las lesiones en médula ésea se localizaban en extremidades inferiores, mientras la disminucién
de la densidad mineral ésea era difusa en todas las areas examinadas. Esta alteracidn sugiere
deberse al propio TDF, asi ya se ha descrito previamente la asociacion del TDF con una
reduccion de la densidad mineral dsea en pacientes VIH+, y recientemente en sujetos sin
infeccién entre los que se administrd el farmaco frente a un placebo (158,159). Se ha indicado

COMO mecanismo su accién sobre la expresidon genética en los osteoblastos (160). No obstante,
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en estudios con seguimiento prolongado se ha observado que la disminucién de la densidad
mineral 6sea acontece en las primeras 48 semanas, sin progresiéon posterior durante un
seguimiento de 288 semanas (161), por lo que todavia hay que determinar su repercusion
clinica y su implicacién en el desarrollo de osteoporosis. En nuestro grupo de pacientes, aunque
disminuyd la densidad mineral ésea con el cambio de tratamiento, no se encontraron cambios

en el porcentaje de sujetos con osteoporosis.

Los resultados derivados de nuestro estudio indican la gran complejidad del sindrome y de los
cambios que acontecen, con diferente protagonismo de los distintos compartimentos y
metabolitos, y con multiples interrelaciones e interacciones entre ellos, que determinan el éxito
en la recuperacién del sindrome en algunos aspectos con un cambio de estrategia de
tratamiento, pero con pardmetros que no muestran cambios significativos o con relaciones
inexplicables. Hay todavia multiples preguntas a formular, como la influencia especifica de los
IMCL sobre el sindrome metabdlico, los cambios en los pardmetros clinicos en un mayor tiempo
de seguimiento, la interaccién del propio TDF sobre el tejido graso, muscular y de la médula

Osea, entre otros, que abren nuevas lineas a investigar en futuros estudios.
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CONCLUSIONES

Conclusion general

Los resultados de esta disertacién académica demuestran que la RM es una técnica no invasiva

gue permite la valoracion cualitativa y cuantitativa del componente graso en el sistema

musculoesquelético, confirmando la participacién de estos tejidos en el sindrome de lipodistrofia

en los pacientes infectados por el VIH en TARGA.

Conclusiones especificas

I1.

III.

Iv.

Los pacientes infectados por el VIH en TARGA, con inclusién de andlogos de la timidina, y

sindrome de lipodistrofia, presentan un aumento de IMCL.

La sustitucion de los andlogos de la timidina por TDF en el tratamiento antiretroviral,
mejora la lipoatrofia periférica y los metabolitos lipidicos séricos, y la disminucién de la

masa magra que acontece se justifica por una disminucién de los IMCL.

El nivel de IMCL, la lipoatrofia periférica y las alteraciones metabdlicas se relacionan entre

si, asi como en sus cambios con la sustitucién de andlogos de la timidina por TDF.

Los cambios de sefial en la médula 6sea en los pacientes infectados por el VIH con
lipodistrofia moderada o severa, muestran un patrén focal seroso o una leve disminucién
difusa de la sefial grasa por RM, con una prevalencia no mayor del 30%, y se relacionan

con el grado de lipoatrofia periférica, el aumento de IMCL y con alteraciones metabdlicas.

Con la sustitucién de los andlogos de la timidina por TDF en el tratamiento antiretroviral,
los cambios de sefial en la médula ésea no se recuperan en un corto espacio de tiempo,
pero no hay indicios que sea un factor que condicione una inadecuada recuperacion de la

lipoatrofia periférica con el cambio de estrategia de tratamiento.
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RESUMEN

Estudio del sistema musculoesquelético mediante resonancia magnética en la valoracion
del sindrome de lipodistrofia en pacientes infectados por el virus de la inmunodeficiencia

humana

Introduccién y objetivos: El sindrome de lipodistrofia es una complicacién importante en
pacientes infectados por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) en tratamiento
antirretroviral de alta actividad (TARGA), atribuyéndose a una toxicidad mitocondrial por accién
de los farmacos, en especial los analogos de la timidina. Un cambio en la estrategia de
tratamiento mejora el cuadro con adecuado control viral, aunque se acompafia de una
disminucién de la masa muscular. Desde que varios estudios de espectroscopia por resonancia
magnética de protones (H-MRS) han demostrado un acumulo de triglicéridos intramiocelulares
(IMCL) en estos pacientes, se puede pensar que con la recuperacion de la distribucién de la
grasa hay un movimiento de triglicéridos del musculo a la periferia. Ademas, algunos pacientes
presentan cambios de sefial en médula ésea periférica en imagenes de RM, pero se desconoce
su naturaleza y significado. El objetivo de este estudio es ampliar la visién de la patogénesis del
sindrome mediante la valoraciéon del sistema musculoesquelético por resonancia magnética
(RM), que nos permita determinar la causa de la disminucién de la masa magra con el cambio
de estrategia de tratamiento, la naturaleza de las lesiones medulares, y sus interrelaciones con

el sindrome.

Metodologia: Se incluyen 30 pacientes infectados por el VIH, en TARGA con un analogo de la
timidina (zidoduvina o estavudina), con lipodistrofia moderada o severa, y 10 sujetos sanos. Se
realizan en todos los pacientes pruebas de laboratorio y de composicién corporal, y en los
pacientes y controles medidas antropométricas, estudio de 'H-MRS en los musculos sdleo y
tibial anterior, y valoracién del patrén medular en RM, en basal y a los 6 meses (en los
pacientes con la intervencién de cambio del andlogo de la timidina por tenofovir disoproxil
fumarato o TDF). Si hay lesiones de médula dsea se obtienen estudios de RM especificos,
tomografia computarizada por emision de foton-tomografia computarizada (SPECT-TC) vy

seriada esquelética para analizar su naturaleza y distribucion.

Resultados: Los pacientes acumulan IMCL, en relaciéon con su lipoatrofia, y con el cambio de
tratamiento estos niveles disminuyen, relaciondndose con la pérdida de masa muscular. Las
variaciones de IMCL se relacionan con alteraciones metabdlicas, y todos los cambios y
relaciones son mas evidentes en el musculo tibial anterior y en los pacientes varones,
destacando el protagonismo de la estavudina, que muestra mas alteracién en el nivel de IMCL,
menos recuperacion cuando se sustituye el farmaco, y una mayor relacion con el sindrome
metabolico. Los cambios de sefial en la médula dsea acontecen en casi un 30% de los pacientes
con lipodistrofia moderada o severa, la mitad en forma de leve disminucién difusa de la senal, y
la otra mitad en forma de lesiones focales con un patrén seroso (hiposefial en secuencia
potenciada en T1, hipersefal en secuencia potenciada en T2 con saturacién de la grasa, y sin

captaciéon de gadolinio intravenoso en la secuencia potenciada en T1 con saturacién de la



grasa). Las lesiones focales se localizan en médula ésea periférica, con un patrén de atrofia
serosa o degeneracidn gelatinosa de la médula ésea, sugestivo de ser secundario a una
disminucién del componente graso medular. Los cambios de sefial se relacionan con el grado de
lipoatrofia, con el acimulo de IMCL y con alteraciones metabdlicas en torno a la insulina. Las
lesiones no se recuperan a corto plazo con el cambio de estrategia de tratamiento, pero no se

muestran como indicadores de inadecuada recuperacion del sindrome.

Conclusidn: El sistema musculoesquelético participa en el sindrome con peso sobre los cambios
gue acontece. La disminucidn de la masa magra observada cuando se sustituyen andlogos de la
timidina por TDF, se asocia a una disminucién del acimulo de IMCL que acontece con los
analogos de la timidina, y las lesiones en médula ésea son benignas, secundarias a una
probable disminucion del componente graso medular. El acumulo de IMCL y las lesiones
medulares son indicadores de un mayor grado de lipoatrofia, y se relacionan con el sindrome
metabolico. Estudios especificos de RM se muestran como nuevas herramientas de valoracién
de otros compartimentos activos en el sindrome, abriendo nuevas perspectivas en la

comprension del cuadro clinico.



SUMMARY

Study of the musculoskeletal system through magnetic resonance of the lipodystrophy

syndrome in human immunodeficiency virus-infected patients

Background and objectives: Lipodystrophy represents a major adverse effect in human
immunodeficiency virus (HIV)-infected patients on highly active antiretroviral therapy (HAART),
and it is attributed to mitochondrial toxicity secondary to the antiretroviral drug action,
particularly thymidine analogues. Changes in the therapy strategy can improve the syndrome
with a virological control even though a lean mass decrease has been observed. Since several
studies with proton magnetic resonance spectroscopy (*H-MRS) have observed intramyocellular
lipids (IMCL) increase in this group of patients, we expect that with the recovery of fat
distribution there is triglycerides migration from muscle to a periphery. In addiction, some
patients show signal changes in the peripheral bone marrow in magnetic resonance (MR) studies
and, to date, their etiology and clinical significance have not been established. This study was
undertaken to gain insight into the pathogenesis of the lipodystrophy syndrome, assessing the
role of the musculoskeletal system by MR to understand the lean mass decrease after switching
the treatment and the bone marrow lesions observed and to assess their relationship with the

syndrome.

Methodology: Thirty HIV-infected patients treated with thymidine analogues (stavudine or
azidothymidine) with moderate to severe lipodystrophy and 10 healthy controls are recruited. In
all patients laboratory parameters and body composition measurements are recorded and in all
patients and controls anthropometric characteristics are recorded and a 'H-MRS study is carried
out in soleus and tibialis anterior muscles and bone marrow pattern evaluation by MR images at
the baseline and 6 months (after switching thymidine analogues to tenofovir disoproxil fumarate
or TDF in patients). When MR signal changes are observed in bone marrow, we acquire specific
MR images, selective single photon emission computed tomography/computed tomography
(SPECT-CT) study and complete skeletal survey X-ray exam, to assess their etiology and
distribution.

Results: Patients present IMCL increase, which is related to the lipoatrophy; this level
decreases after switching treatment and it is related to the lean mass loss. The IMCL variations
are associated with some metabolic changes. All these changes and relationships are more
evident in tibialis anterior muscle and in the male patients, highlighting the role of the
stavudine, which shows more alteration of the IMCL levels, a poor recovery after switching this
drug, and more intense relationship with the metabolic syndrome. Bone marrow signal changes
are present in about 30% of HIV-infected patients with moderate to severe lipodystrophy; half
show slight low MR signal intensity and the other half present foci of a serous-like pattern (low-
signal on T1l-weighted images, high-signal on fat-saturated T2-weighted images and no
enhancement on post contrast fat-saturated T1-weighted MR images). Focal lesions are located
in peripheral bone marrow, showing a serous atrophy or gelatinous transformation of the bone

marrow pattern, which are possibly due to a decrease in the bone marrow fat component. A



relationship is observed between the severity of the peripheral lipoatrophy, the IMCL increase
and metabolic changes on insulin. These lesions do not improve in a short time after switching

the therapy strategy, although there is not evidence of inadequate lipoatrophy recovery.

Conclusion: The musculoskeletal system has an active role in the lipodystrophy syndrome, with
impact on the changes observed. The lean mass loss observed after switching thymidine
analogues to TDF may be attributed to the IMCL decrease, which is increased at the baseline in
these patients, and the bone marrow lesions are benign, probably related to a decrease in the
bone marrow fat component. IMCL increase and bone marrow lesions are indicators of
lipoatrophy severity and they are related to the metabolic changes. Specific MR studies are
shown as new methods in assessing other compartments actively involved in this syndrome and

this gives new insight in understanding the clinical events in lipodystrophy.
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