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Introduction

Kidney disease has been a recognized complication of HIV infection since the onset of
the HIV epidemic, but its epidemiology, underlying causes and management has
evolved with the increased availability of highly active antiretroviral therapy (HAART).
Besides the involvement of HIV itself as a cause of organ damage, the introduction of
HAART and other medications frequently used in this population have been followed
by an increasing rate of drug-related renal complications. Kidney toxicity produced by
drugs may lead to acute kidney injury, chronic kidney disease, and features of proximal
tubular injury.

Tenofovir disoproxil fumarate (TDF) is currently widely used as an effective first-line
therapy, for both HIV and Hepatitis B virus (HBV) infection, due to its excellent
properties, combining good potency, tolerability and convenience. Despite
demonstration of a relatively good renal safety profile in early prospective trials and
postmarketing studies, numerous cohort observational studies and case reports have
highlighted cases of renal dysfunction, including the development of Fanconi’s
syndrome, in patients treated with TDF. An early sign of tubular dysfunction is
hypophosphatemia although other signs and symptoms of kidney tubulopathy include
glucosuria with normal serum glucose levels, mild proteinuria, acidosis and
hypokalemia. The chronic consequences of significant loss of phosphate, proteins and
glucose are currently unknown, but an increased risk of premature osteoporosis and
osteomalacia is a worrisome complication.

The most frequent risk factors for developing TDF-induced nephrotoxicity include
baseline renal dysfunction, low CD4 counts, older age and low body weight. Classic risk

factors associated with renal damage in HIV patients such as pre-existing systemic
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conditions, HIV itself, ARV therapy or use of nephrotoxic agents may also enhance the
potential risk of nephrotoxicity associated with TDF. More recently, TFV plasma levels
have been associated with the risk of tubular damage and TDF-associated renal
proximal tubulopathy has been linked to genetic variants in transporter proteins
involved in TFV excretion.

In light of the above, it seems clear that renal toxicity associated with TDF use exists
and therefore, there is a need to identify those at risk, the frequency of the renal
dysfunction and to ascertain the most suitable markers that could permit an early

recognition of patients at higher risk.

Hypothesis

The variability observed in the characteristics and severity of renal dysfunction
associated with TDF use among the exposed patients might be explained in part by the
differences in estimating the renal function and the host characteristics, including
pharmacokinetic and pharmacogenetic factors. Establishing a threshold for TDF plasma
levels associated with renal dysfunction, as well as genetic factors linked with altered
renal function, would help to closely monitor those patients who might develop renal

impairment.
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Aims

1. Development, Validation and Clinical Application of a HPLC-MS/MS method for
guantifying Tenofovir plasma levels in HIV patients.

2. Retrospective study of the influence of tenofovir plasma levels in the
development of renal impairment in HIV exposed patients. Impact of other
anti-retroviral drugs on tenofovir exposure.

3. Association study between genetic polimorphisms, tenofovir plasma levels and

renal impairment.

Materials and Methods

Study population. HIV patients on ARV treatment included in this study were
retrospectively selected through the Pharmacy Department Data Base. A TDF Group
and a Control Group were defined according to the presence of TDF or any other NRTI
as part of HAART. Biochemical parameters, HIV related parameters (HIV viral load, CD4
cell counts), concomitant medications and comorbidities were obtained from the
medical data records. Renal function was compared between the 2 groups by
estimating glomerular and tubular parameters.

Pharmacokinetic analysis. A HPLC-MS/MS method for quantifying Tenofovir plasma
levels in HIV patients was performed and validated for its clinical application. Plasma
samples were obtained from the same specimen used to quantify the HIV viral load
during clinical routine monitoring. Mid-dose TFV concentration (Cy,,) was measured
using the previously validated method mentioned above.

Pharmacogenetic analysis. DNA was extracted from peripheral blood mononuclear

cells by using a QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN). Single-nucleotide polymorphisms
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(SNPs) in gene encoding for the transport proteins MRP2, MRP4, OAT1, OAT4, P-gp and
NPT2a were selected on the bases of functional significance and/or reported minor-
allele frequencies i.e. >5%.

Statistical analysis. All statistics were conducted using SPSS version 13 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, EEUU). Haplotypes for individual samples were constructed using PHASE,

version 2.1 (University of Washington, Seattle)

Results

In the present study, we developed and validated an accurate, sensitive and reliable
HPLC/MS-MS method for quantifying TDF plasma levels. The linear range of the
calibration curve was 10-5000 ng/mL (r=0.999). The extraction recoveries were 65%-
70% and the relative standard deviations were 4.6%-7.1% for the intra-day and 6.5%-
10.2% for the inter-day analysis. The total analysis time of plasma samples, including
the extraction process and quantification, was up to 30 minutes.

In order to evaluate renal function, we analyzed both glomerular and tubular markers
in a total of 98 patients under TDF treatment and 35 non-TDF exposed patients. The
mean time of treatment with either TDF or another ARV regimen was 34 months. The
TDF group showed a higher prevalence of altered tubular parameters compared with
the control group. There were only significant statistical differences for RTF and
B,microglobulin altered parameters between the TDF and the control group (41% vs
19%, p=0.045 and 17% vs 0%, p=0.016, respectively). TFV plasma levels were higher in
patients with any altered tubular parameter compared with normal tubular
parameters and, yet again, the difference was statistically significant for RTF and

Bomicroglobulin. The best TFV plasma concentration threshold to discriminate tubular
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dysfunction, using as criteria the 2 aforementioned parameters, was 133.5 ng/mL.
Receiving a Pl boosted with RTV, in particular, ATV/r, LPV/r and DRV/r was associated
with higher TFV plasma concentrations. 48% of patients treated with TDF-IP/r had TFV
levels above the cut-off established versus 27% receiving either NNRTI or IP unboosted
(p=0.034). Multivariate analysis, including all relevant variables, showed that TFV level
> 133.5ng/mL (OR 5.85 1C95% (1.97-17.53), p=0.002) and the time on TDF treatment
(OR 1.04 1C95% (1.007-1,065), p=0.017) were independently associated with altered
tubular function.

For the pharmacogenetic study, cases and controls based on the presence or absence
of altered RTF were defined. A total of 96 patients were included, of whom 39 (40%)
fulfilled the criteria for altered RTF. The single SNP analysis showed a higher
percentage of patients with altered RTF among C homozygotes at position 669 of
ABCC2 and among those carriers of the T allele (rs3812036) of SLC34A1, compared
with the patients with other genotypes (46% vs 23%, p=0.053, and 54% vs 30%, p=0.03,
respectively). According to the haplotypes, only the ABCC2-CGTC and SLC34A1-TT
haplotypes were associated with altered RTF. The presence of the 2 haplotypes
together resulted in an increased risk of altered RTF (68% of PPV and NPV, p=0.006).
Cases and controls based on the cut-off of TFV previously established were also
defined. The CC genotype at position 3435 of ABCB1 was associated with higher TFV
levels (54% vs 30%, p=0.042). Moreover, the haplotype CGC of ABCB1 was more
prevalent among patients with TFV >133.5 ng/mL, while, the CGT haplotype was
related to lower TFV levels.

Taking into account all of these factors, regression analysis was performed to

determine the predictors of altered RTF in the study population. In the multivariate
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analysis the following parameters were independently associated with altered RTF:
CD4 cell count (OR:1.00 1C95% (1.002-1.004), p=0.034), time on TDF treatment (OR:
1.04 1C95% [1.01-1.007], p=0.045), TFV level >133.5 ng/mL (OR:9.68 1C95% (2.57-
36.45), p=0.001), and presence of the haplotypes SLC34A1-TT and ABCC2-CGTC

(OR:7.76 1C95% (1.62-37.06), p=0.010).

Discussion

Tenofovir renal toxicity appears to be linked to tubular damage and therefore, classical
markers for monitoring renal function, which mainly assess glomerular function, and as
such, would not be advised for early detection of renal impairment. Several studies
have shown that the renal dysfunction may affect up to 20% of patients exposed to
TDF, however, since no consensus exists in defining the parameters related to renal
dysfunction, this percentage might vary between the studies.

In our study, we compared the renal function between one group of patients under
TDF treatment and another group not taking TDF. As reported by others, there were
only differences between the two groups in terms of tubular parameters, with at least
one altered parameter in 61% of patients in the TDF group. The differences between
groups were mainly observed for RTF and B,microglobulin. These two markers have
been proposed as early markers of tubular dysfunction, and moreover, they have been
specifically related to TDF renal toxicity.

With regards to TFV plasma levels and renal toxicity, we established a threshold of
133.5ng/mL related with higher risk of altered RTF, and it was shown that patients
taking TDF along with IP/r had TFV levels above the threshold, compared with patients

taking NNRTI or Pl un-boosted as the third drug.
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Moreover, we found two polymorphisms associated with altered RTF, one in the renal
TFV transporter MRP4 and the other in the transporter of phosphate NTP2a, and
another polymorphism in P-gp associated with higher TFV exposure. Polymorphisms in
MPR4 have been previously associated with tubular dysfunction, however, to our
knowledge, this is the first time that the 3435-ABCB1 C>T polymorphism in the P-gp,
which has been previously reported to affect other drug exposure, has been linked
with TFV exposure. Interestingly, as far as we are aware, this is also the first study that
investigates polymorphisms in the gen that codifies for NTP2a in a HIV population. The
NTP2a transporter regulates the re-absorption of phosphate from the urine to the
tubular cell, and therefore, polymorphisms affecting its expression might explain the
phosphate Overall, glomerular damage is easy to identify in clinical practice, since
monitoring of creatinine clearance is a reliable marker of renal function, but the
tubular function is more difficult to assess. Most tubular parameters are not checked
on a routine basis in clinical practice and particularly, low molecular weight proteins,
tubular enzymes or specific inducible proteins, proposed as new biomarkers, are quite
expensive. The determination of RTF might be useful in the clinical setting, since it can
be calculated using parameters that are already included in the routine monitoring.
The assessment of the tubular function may permit the recognition of kidney
abnormalities more frequently in patients treated with TDF. In this regard, information
derived from pharmacogenetic and pharmacokinetic studies may help to identify the

subset of individuals at greater risk for developing more severe renal injury.
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Conclusions

1. The developed method was accurate, sensitive and reliable for quantifying
tenofovir plasma concentrations. It would be feasible to introduce it into the
clinical monitoring of HIV patients on TDF treatment.

2. Patients treated with TDF were more prone to display altered tubular
parameters, RTF being one of the most frequently altered.

3. The best threshold of TFV levels to discriminate altered RTF was 133.5ng/mL.
Concomitant use of Pl/r, mainly ATV, LPV or DRV, was related to TFV plasma
levels over the cut-off.

4. Genetic polymorphisms in gene encoding for TFV transporters as well as
phosphate transporters are related to a higher risk of altered RTF.

5. Pharmacokinetic and pharmacogenetic factors related to TDF should be taken

into account as a tool to better monitor HIV patients on TDF treatment.
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1. Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1)

El VIH-1 es un virus ARN perteneciente a la familia Retroviridae, del género Lentivirus
y fue descubierto en 1983 como el agente etiolégico del Sindrome de la
Inmunodeficiencia Adquirida o SIDA (Barré-Sinoussi F. et al.,, 1983; Gallo RC et al.,
1983).

Han transcurrido mas de 20 afios desde la descripcion de los primeros casos del VIH-1
en Estados Unidos y aunque el crecimiento global de la epidemia y las nuevas
infecciones han ido disminuyendo, las reducciones del nimero de muertes por SIDA
han hecho aumentar el nUumero de personas que viven con el VIH, por lo que la
epidemia continta siendo un problema de salud mundial de gran magnitud. Segun el
ultimo Informe sobre la Epidemia Mundial de SIDA de UNAIDS, mds de 35,3 millones
de personas vivian con el VIH en 2012, de los cuales el 69% se concentraba en Africa
subsahariana. Se estima que hubo 2,3 millones de nuevas infecciones por VIH y 1,6
millones de personas murieron por enfermedades relacionadas con SIDA en todo el

mundo (http://www.unaids.org/).

1.1. Estructura

La particula viral del VIH es esférica, de aproximadamente unos 110nm de diametro, y
se compone de una envuelta lipidica de origen celular, una capside icosaédrica o core y
una nucleocapside helicoidal, localizada dentro de la capside, que alberga el material

genético del virus.
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La envuelta viral esta formada por una bicapa lipidica en la que se insertan
glicoproteinas de superficie (gp120) y proteinas transmembrana (gp41), codificadas
por el gen de la envuelta; a continuacidon se encuentra la matriz formada por la
proteina p17 (MA o de la matriz), seguida de la capside viral formada por el antigeno
p24 (CA o de la cépside) y estabilizada por la proteina p6. En el interior de la capside se
encuentra la nucleocapside, de simetria helicoidal y forma cénica, que alberga el ARN
viral en interaccién con la proteina p7 (NC o de la nucleocapside), asi como enzimas
esenciales para su replicaciéon (transcriptasa inversa e integrasa) y proteinas
reguladoras (Tat, Rev, Nef, Vif, Vpr, Vpu). La proteasa (PR) viral sin embargo, se
encuentra entre la capside y la matriz. (Emerman M. et al., 1998; Seelamgari A. et al.,

2004; Varmus H. et al., 1998) (Figura 1).

Bicapa Lipidica MA

Retrotranscriptasa

CA

Integrasa

Proteasa

ARN Monocatenario

Figura 1. Estructura del virién del VIH-1.
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El genoma del VIH-1 tiene una longitud de aproximadamente 9.8 kb y se compone de 2
moléculas de ARN lineales, de cadena sencilla y polaridad positiva ((+)ARNSss)
fisicamente unidas en sus extremos 5’mediante puentes de hidrégeno, lo que hace de
la familia de los retrovirus los Unicos virus animales cuyo genoma es diploide. Cada
molécula de ARN esta formada por 9 genes codificantes (Figura 2); 3 genes principales:
gag y env, que codifican las proteinas estructurales, y pol, que codifica las enzimas
virales esenciales para el ciclo replicativo viral; y 6 genes accesorios (tat, rev, nef, vif,
vpr y vpu) que codifican las proteinas reguladoras que, entre otras funciones, permiten
establecer las fases de latencia y de expresion del provirus integrado (Tabla 1).

Las regiones LTR (del inglés Long Terminal Repeat), no codificantes, flanquean los
extremos 3’ y 5’ del genoma viral, y desempefian un papel crucial en la replicacién del

genoma viral asi como en su integracion al genoma de la célula hospedadora (Karpas

A. et al., 2004).
Longitud (nt}
I [ I I I | I I [ I
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 3000
' vpu nef
5LTR gog vif

I

p160 aplb0
I i 1
pl10 P66 p3a2 gpl20/su gpa1/Tm
Proteasa RT-RMNAsa  Integrasa

p53

|
f ] I 1
pl7/MA  p24/CA p?/NC pb

Figura 2. Estructura del genoma del VIH-1.
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E Funcion biologica
Proteina de superficie de la envuelta. Interacciona con la molécula
gp120 (SU)
CDA4 y los receptores de quimiocinas CCR5 o CXCR4.
Proteina transmembrana de la envuelta. Implicada en el anclaje de
gpal (TM)
gp120y en la fusién de las membranas viral y celular.
p24 (CA) Proteina estructural que forma la cépside viral.
pl7 (MA) Proteina estructural que forma la matriz.
p7 (NC) Nucleoproteina asociada a las moléculas de ARN gendmico.
p6 Proteina implicada en la liberacién del virion.
Proteasa viral. Interviene en el procesamiento post-traduccional de
p10 (PR)
gag y gag-pol.
Transcriptasa Inversa (Tl): con actividad polimerasa y RNAsa H.
p66 (RT) Cataliza la copia del ARN viral gendmico monohebra a ADN
bicatenario.
Integrasa viral. Encargada de integrar el ADN proviral en el genoma
p31 (IN)
de la célula huésped.
Factor de transactivacidn transcripcional. Critica para el inicio y
Tat
elongacion de la transcripcion.
rev Rev Regulador del transporte y procesamiento del ARNm viral.
nef Nef Regulador negativo de CD4 y MHC-I| en la membrana celular.
. . Factor de infectividad viral que inhibe la accién de las proteinas
Vij Vi
antivirales celulares, entre ellas APOBEC3G.
Implicada en la integracion del genoma viral, la transactivacion de
vpr Vpr
genes del hospedador y en la parada del ciclo celular.
Implicada en el bloqueo de CD4 en el reticulo endopldsmico para
Vpu

evitar la interaccién prematura con gp120 de nueva sintesis.

Tabla 1. Funcion de las distintas proteinas codificadas por el genoma del VIH-1.
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El

1.2. Ciclo replicativo

ciclo replicativo del VIH-1 se puede dividir en dos fases, la temprana o

preintegraciéon (desde la interaccion del virus con la célula diana hasta la integracién

del ADN viral en el genoma del hospedador) y la tardia o postintegracién (desde la

transcripcion del genoma proviral hasta la liberacion y maduracién del viridn)

(Revisado por de Alcami J, 2008). Estas dos fases comprenden distintas etapas que

aparecen resumidas en la Figura 3.

16

a. Entrada del virus en su célula diana mediante la unidon especifica de la
glicoproteina de la envuelta viral gp120 al receptor celular CD4 y posterior
interaccion con CCR5 o CXCR4 que actla como correceptor del virus. La union al
correceptor provoca un cambio conformacional en la glicoproteina transmembrana
gp41 que promueve la fusion de las membranas viral y celular, lo que conlleva la

liberacion de la cédpside viral en el citoplasma de la célula hospedadora.

b. Retrotranscripcion del genoma viral desde (+)ARNss a (+)ADNds viral (también
llamado proviral) por la enzima transcriptasa inversa (Tl). EI dsADN viral es
transportado al nucleo de la célula hospedadora acoplado a una serie de factores
celulares y virales que constituyen el complejo de preintegracion (ADN viral

bicatenario, IN, TI, MA, Vpr y la proteina celular HMG-1)

c. Integracion del dsADN viral en el genoma celular, mediante las secuencias LTR,
por accién de la integrasa viral. El ADN proviral integrado (provirus) puede

permanecer latente, replicarse de forma controlada o hacerlo masivamente.

d. Transcripcion del ADN proviral a ARN gendmico viral y ARNm viral por la

ARNpolimerasa Il celular y sintesis de otras moléculas de tamafio subgenémico que
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se utilizaran como mensajeros. Todos los transcritos generados son modificados
por la maquinaria celular antes de ser transportados al citoplasma. Una vez en él,
el ARN viral constituye el genoma del nuevo viridn, o bien funciona como un ARNm

del que se pueden expresar las proteinas del virus.

e. Traduccion del RNAm viral por los ribosomas celulares a las distintas
poliproteinas virales y procesamiento de las mismas. Durante esta fase, Nef
secuestra las moléculas CD4 y MHC-1 de la membrana celular, evitando la
presentacion de antigenos virales en la superficie celular. Las poliproteinas gag y
gag-pol se asocian a la membrana celular a través de la interaccion con la cola

citoplasmatica de TM (gp41).

f. Ensamblaje de las proteinas virales de la capside y salida del virién de la célula
por gemacion. La zona de la membrana celular que queda unida a la matriz
constituira la envuelta del virus, que lo protegera en el medio extracelular y le

permitira continuar con el proceso infectivo.

g. Maduracién del virion fuera de la célula huésped por accién de la proteasa viral
(PR), que procesa las poliproteinas precursoras gag y gag-pol para originar las
proteinas estructurales maduras que forman la nucleocdpside, la matriz y la

capside, constituyéndose finalmente el virién infectivo.
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Figura 3. Ciclo replicativo del VIH-1.
1.3. Curso natural de la infeccion VIH-1.

La infeccidn por VIH es fundamentalmente una infeccion del sistema inmune cuya
principal diana son los linfocitos T CD4+, aunque otros tipos celulares como linfocitos T
CD8+, macrofagos, células dendriticas y células del sistema nervioso central pueden

verse infectados con menor eficiencia.

Durante las primeras semanas tras la infeccidn, el virus VIH-1 se replica extensamente
en los linfocitos T CD4+ del tejido linfoide asociado a mucosas (MALT), provocando la
destruccién de mas del 70% de dichas células, que son la barrera ante la entrada de
patdgenos, y generando elevados niveles de viremia plasmatica caracteristicos de la

infeccion aguda (Mehandru S. et al., 2004). Los altos niveles de viremia plasmatica
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llevan a una rdpida diseminacién del virus a todos los compartimentos del organismo
con la consiguiente formacién de reservorios virales.

Durante la fase crénica (varios meses después de la infeccién), se alcanza un equilibrio
entre los mecanismos de replicacién viral y los de aclaramiento viral, lo que se refleja
en unos niveles de viremia plasmatica relativamente estables durante afios (en
ausencia de terapia antiviral). Ademas, también se establece un equilibrio entre los
mecanismos que inducen destruccidn de linfocitos CD4+ y los que intentan compensar
esta pérdida. Sin embargo, en la gran mayoria de los pacientes, este equilibrio se
desplaza hacia la destruccion de linfocitos CD4+, lo que hace que inexorablemente el
pool de estas células vaya disminuyendo gradualmente hasta alcanzar niveles
insuficientes para proteger al paciente de la aparicion de infecciones oportunistas

definitorias de SIDA (Barré-Sinuossi F. et al., 1983; Popovic M. et al., 1984).

a0

Primoinfeccién Muerte

Infecciénaguda
Infecciones
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(1w /serdod) jenn wNy
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AT 2 57 | | | | Jues

Semanas Anos

Figura 4. Evolucién de la CV y CD4 en la infeccién por VIH.
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2. Tratamiento antirretroviral (TAR).

Desde la identificacién del VIH hasta la actualidad, la introduccién de distintos
farmacos antirretrovirales que actuan en distintas etapas del ciclo viral ha permitido el
control y el aumento de la supervivencia de los pacientes infectados con VIH. Uno de
los acontecimientos claves de este proceso fue la introduccién de la Terapia
Antirretroviral de Gran Actividad (TARGA) en los anos 90. El TARGA, basado en la
combinacion de tres farmacos activos, supuso un espectacular cambio en el paradigma
de tratamiento de los pacientes con VIH permitiendo una dramdtica reduccion de la

morbilidad y mortalidad asociada al VIH.

2.1. Objetivos del tratamiento antirretroviral.

Actualmente los objetivos generales del TARGA engloban:
- supresion maxima y prolongada de la carga viral,

- restitucion y/o conservacion de la funcion inmunolédgica,
- disminucién de la morbilidad asociada al VIH,

- mejora de la calidad de vida de los pacientes infectados

- prevencion de la transmisién del VIH.

2.2. Farmacos antirretrovirales.

Los farmacos antirretrovirales (ARV) se clasifican en distintas familias atendiendo a su

diana farmacoldgica y mecanismo de accion (Revisado por Alcami J, 2008). (Figura 5).
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- Inhibidores de la entrada: agrupa tres clases de farmacos que actian en distintas
etapas: union del VIH con el receptor CD4, la unidén con los correceptores, y la fusion
del virus con la célula. En el momento actual, se encuentran aprobados para su uso

clinico los antagonistas del correceptor CCR5 y los inhibidores de la fusién (IF).

- Inhibidores de la transcriptasa inversa: esta clase incluye dos familias de ARV, los
analogos de nucledsido/nucledtido (ITIAN/ITIAN(t)) y los inhibidores de la transcriptasa
inversa no analogos de nucledsido (ITINAN).

Todos los ITIAN/ITIAN(t) necesitan ser fosforilados en el interior celular a sus formas
5’-trifosfato para poder actuar como inhibidores de la TI. Las formas activas actlan
como inhibidores competitivos de los sustratos naturales (desoxinucledsidos
trifosfato), que al incorporarse a la cadena de ADN en formacion, bloquean el proceso
de elongacion, lo que impide su integracién como provirus en el genoma celular. ITIAN
e ITIAN(t) se diferencian en el nimero de fosforilaciones que requieren para
convertirse en la forma activa, siendo necesarias tres fosforilaciones para los ITIAN y
dos para los ITIAN(t). Los ITIAN disponibles para su uso clinico son Zidovudina (AZT),
Didanosina (ddl), Estavudina (d4T), Lamivudina (3TC), Emtricitabina (FTC) y Abacabir
(ABC). El Unico representante de los ITIAN(t) es el Tenofovir (TDF), un profarmaco del
principio activo tenofovir disoproxil (TFV), que es el que se transforma en el metabolito
activo difosfato de tenofovir a nivel intracelular. A efectos practicos, la abreviatura
ITIAN incluirad también al ITIAN(t) TDF cuando se mencionen aspectos generales de esta

familia.
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Los ITINAN, a diferencia de los ITIAN, no necesitan ser activados en el interior celular y
actuan inhibiendo la Tl de forma no competitiva (. Se unen de forma directa y
reversible a la enzima en un dominio cercano al catalitico (el lugar de unién de los
nucledsidos), bloqueando el sitio de unién y enlenteciendo la polimerizacién. Los
ITINAN disponibles actualmente para su uso clinico son Efavirenz (EFV), Nevirapina

(NVP), Etravirina (ETR) y Rilpivirina (RPV)

- Inhibidores de la proteasa (IP): se unen en el sitio activo de la PR impidiendo la
fragmentacion de las proteinas gag y gag-pol para formar los polipétidos virales
funcionales. La inhibicion de esta enzima impide la maduracion del VIH y evita la
generacion de nuevos virus con capacidad infectiva. La mayoria de los IP se
administran junto con ritonavir (RTV) a dosis bajas por su efecto inhibidor del sistema
enzimatico CYP450, con lo que aumenta la exposicion plasmatica de los IP. Los
principales representantes de este grupo son Saquinavir (SQV), Indinavir (IDV),
Lopinavir (LPV), Amprenavir (APV), Atazanavir (ATV), Tipranavir (TPV) y Darunavir

(DRV).

- Inhibidores de la integrasa (InIN): interaccionan con el sitio catalitico de la integrasa
alterando su funcién, de tal manera que se forman dos cadenas de ADN circular,
formas abortivas de la integracion, que no son capaces de integrarse en el genoma
celular. La inhibicion de la integrasa impide la posibilidad de latencia viral en la célula
hospedadora. El Unico representante de ese grupo aprobado hasta el momento para

su uso clinico es Raltegravir (RAL).
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Figura 5. Dianas terapéuticas para el tratamiento del VIH y fdrmacos pertenecientes a las

distintas familias que actuan sobre ellas.

2.3. Componentes del TARGA

En el momento actual, el TARGA debe incluir dos ITIAN asociados a un tercer farmaco
gue puede ser un ITINAN, un IP potenciado (IP/r) o un InIN.

En la eleccién del régimen éptimo para cada paciente también hay que considerar
algunos factores:

- Dependientes del farmaco: eficacia, potenciales efectos adversos, potenciales
interacciones farmacoldgicas (InIN<ITINAN<IP), barrera genética para el desarrollo de
resistencias (mayor en los IP) y conveniencia del régimen (nimero de pastillas,
intervalo de dosis, consideraciones alimenticias).

- Dependientes del paciente: sexo y recuento basal de CD4 (los varones con cifras de

CD4 > 400 cels/mm? o las mujeres con CD4 > 250 cels/mm? tienen mayor probabilidad
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de sufrir hipersensibilidad con NVP), embarazo (AZT indicado siempre que sea posible,
EFV contraindicado), presencia de comorbilidades (enfermedades cardiovasculares,
hepaticas, renales o psiquidtricas), tuberculosis, drogadiccién, adherencia.

- Test genéticos: resultado HLA-B*57:01 en el caso de considerar tratamiento con ABC,
tropismo CCR5 en caso de considerar tratamiento con MRV.

- Coste: los ITINAN son los que suponen un menor coste. Ademas, el momento idoneo
para el uso de los ITINAN de primera generacion es como tratamiento inicial, ya que en

las pautas de rescate tienen menos actividad que otras familias de ARV.

Tratamiento de inicio

Segun las Ultimas guias terapéuticas (GESIDA; AIDS; EACS 2013), el inicio del TARGA
debe estar guiado por las manifestaciones clinicas, el recuento de linfocitos T CD4+, la
carga viral plasmatica y la presencia de comorbilidades. Se recomienda iniciar TARGA:

- cuando el paciente tenga historia de enfermedad asociada a SIDA o la cifra de CD4
sea < 350 cels/mm>.

- en determinados grupos de pacientes independientemente de la cifra de CD4:
mujeres embarazadas, pacientes con nefropatia asociada al VIH y pacientes
coinfectados con VHB cuando requieren iniciar tratamiento para la hepatitis B (HBV).

- si la cifra de CD4 se encuentra entre 350 y 500 no hay una recomendacidn clara. Las
guias americanas apoyan una recomendacion fuerte-moderada mientras que las guias
europeas recomiendan iniciar TARGA sélo ante determinadas situaciones.

- con cifras de CD4>500 cels/mmg, las guias americanas realizan una recomendacion

moderada mientras que las gruias europeas recomiendan retrasarlo.
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Todos los regimenes de inicio incluyen la combinacion de ITIAN
Tenofovir/Emtricitabina (TDF/FTC). La adicién de EFV como tercer farmaco es la que ha
sido mas estudiada en ensayos clinicos y por ello, el “gold standard” en terapias de
inicio es la combinacion de TDF/FTC/EFV (Atripla®). TDF/FTC (Truvada®) junto con un IP
potenciado también se considera una combinacion de eleccion en pacientes con alto
riesgo de fracaso virolégico, debido a que es menos comun la seleccién de resistencias
con IP, o en aquellos casos en los que otro ITIAN tiene que ser sustituido para evitar
efectos adversos o revertir toxicidades.

Mas recientemente, la combinacion de TDF con RAL, se ha incluido como una opcién
mas para el tratamiento de inicio gracias a su gran efectividad para conseguir
supresion virologica, a su seguridad y al menor numero de interacciones

farmacolodgicas. (Tabla 2).

Regimenes de eleccion

EFV
TDF/FTC ATV/r, DRV/r

RAL

Regimenes Alternativos

NVP, RPV
TDF/FTC LPV/r, FPV/r
EVG/COBI*
EFV, RPV
ABC/3TC ATV/r, DRV/r, LPV/r, FPV/r

RAL

Tabla 2. Combinaciones de tratamiento antirretroviral. *La combinacién TDF/FTC/EVG/COBI

(QUAD) se comercializara proximamente. (EFV/COBI: Elvitegravir (Inhin) potenciado con Cobicistat).
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Tratamiento de rescate

Ante un fracaso viroldgico es recomendable cambiar el TAR lo antes posible para evitar
el acumulo de mutaciones de resistencia y la elevacion de la CV. El tratamiento de
rescate debe contener preferiblemente 3 fdrmacos antirretrovirales totalmente activos
y si no fuera posible, se contard con aquellos que conserven la mayor actividad
residual y con la mejor tolerancia posible. Se debe realizar un estudio de resistencias y

una prueba de tropismo para confeccionar el mejor régimen alternativo.

Simplificacion

Otro esquema de tratamiento es la simplificacion del TAR, que consiste en cambiar un
esquema terapéutico que ha conseguido la supresion de la replicacion viral, por otro
mas sencillo que siga manteniendo dicha supresion. Sus objetivos son mejorar la
calidad de vida, facilitar la adherencia, prevenir o revertir algunos efectos adversos y
disminuir el riesgo de fracaso viroldgico. Las simplificaciones de tratamiento mas
comunes consisten en sustituir un farmaco por otro de la misma familia con ventajas
respecto a dosificacidn y efectos adversos o cambiar un régimen basado en una familia

ARV por otra.

2.4. Monitorizacion de la respuesta al TAR.

El recuento de linfocitos CD4 y la CV plasmatica son los pardmetros que se emplean
para monitorizar la eficacia del tratamiento y tomar decisiones terapéuticas. Ademas,
son factores predictores independientes de la progresion de la enfermedad y aparicion

de enfermedades no asociadas al VIH.
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Existen otros pardmetros que, aunque no intervienen en la decisién de iniciar TAR, se
deben tener en cuenta en la evaluacion inicial o durante el seguimiento de los
pacientes como los test de resistencias y de tropismo del virus. (Revisién de las ultimas
Guias sobre Tratamiento Antirretroviral en Adultos Infectados por el VIH: AIDS
Guidelines 2013, European AIDS Clinical Society 2012, GESIDA/Plan Nacional sobre el
SIDA 2013, HIV Medicine Association of the Infectious Diseases Society of America,

2013).

2.4.1. Linfocitos CD4 y CV plasmatica del VIH.

El recuento de linfocitos T CD4 es el principal marcador para determinar el inicio del
TAR y la necesidad de profilaxis de las infecciones oportunistas. Ademas, es el mejor
indicador de la funcién inmune y predictor de la progresion de la enfermedad por VIH.
El recuento de linfocitos CD4 debe realizarse de forma basal en todos los pacientes
infectados, debe monitorizarse en los pacientes que no reciben TAR cada 3-6 meses y
en los pacientes con TAR que han conseguido un nivel adecuado de CD4, cada 6-12

meses, a menos que existan cambios en el status clinico del paciente.

La viremia plasmatica o carga viral (nUmero de copias de ARN del VIH por mL de
plasma) es el mejor indicador de respuesta al tratamiento antirretroviral y también
puede ser Util en la prediccidn de la progresion clinica.

Se define como supresidn éptima de la carga viral un valor de CV de forma persistente
por debajo de los limites En los pacientes con CV controlada pueden existir brotes

transitorios de viremia, en torno a 50-200 copias/mL (blips), que vuelve a ser
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indetectable de forma espontanea sin cambio de tratamiento, y no se asocian con
fracaso virologico.

Se define como fracaso viroldgico la existencia de CV detectable a las 24 semanas de
iniciar TAR por encima de 200 copias/mL o si tras alcanzar CV indetectable ésta vuelve
a ser detectable en dos determinaciones consecutivas.

La CV debe determinarse antes de iniciar TAR, y preferiblemente entre la semana 2y la
4 después de iniciar tratamiento o después de un cambio, asi como cada 4-8 semanas
hasta que se alcanza CV indetectable. A partir de este momento, las determinaciones
deben realizarse cada 3-4 meses o incluso cada 6 meses en pacientes buenos
adherentes, que mantienen CV indetectable durante mas de 2-3 afios y que estan

clinica e inmunolégicamente estables.

2.4.2. Resistencias al tratamiento.

El VIH presenta una gran variabilidad genética debido a la ausencia de actividad
correctora de errores de la TI, a su elevada tasa de replicacion (10 particulas
virales/dia) y a su elevada tasa de recombinacidn genética. Todo ello hace posible que
en un momento determinado puedan existir en cada sujeto infectado todas las
posibles variantes del virus, lo que se conoce como estructura genética de
cuasiespecies. Los tests de resistencias deben realizarse antes de iniciar el TAR para
guiar la eleccion del régimen mas adecuado, en caso de cambio de tratamiento por
fracaso virolégico con CV > 1000 copias/mL, caida de carga viral subdptima, y en todas
las mujeres embarazadas antes de empezar tratamiento 6 en aquellas que se quedan

embarazadas estando en tratamiento con niveles detectables de CV.
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2.4.3. Ensayos de tropismo viral.

Antes de iniciar tratamiento con antagonistas de CCR5 se requiere la determinacion
del tropismo viral ya que la deteccién de variantes X4-trépicas se ha asociado a

fracaso viroldgico.

2.4.4. Test HLA-B*57:01.

La reaccién de hipersensibilidad (RHS) a ABC suele aparecer durante las primeras 6
semanas de tratamiento con una prevalencia entorno al 5-8% y es una de las
principales causas de discontinuaciéon de ABC. Se caracteriza por ser un sindrome
multiorganico que se manifiesta con fiebre, mialgias, sintomas respiratorios,
gastrointestinales o un exantema, pudiendo llegar a ser letal en caso de seguir
tomando el fdrmaco o reintroducirlo.

Estudios farmacogenéticos han identificado que la RHS ocurre en las personas
portadoras del alelo HLA B*57:01. Se ha visto que la raza es un factor de riesgo para la
RHS a ABC, siendo de un 5-8% en raza blanca y de un 2-3% en raza negra. La validez de
este test ha sido comprobada tanto en poblacién blanca como negra y su
determinacién en el momento del diagndstico o previa al uso de ABC estd

recomendada en todas las guias de tratamiento para el VIH.

2.4.5. Monitorizaciéon de concentraciones plasmaticas (MCP)

La monitorizacién de concentraciones plasmaticas (MCP) es una herramienta que

busca individualizar la dosis de un farmaco en funcién de las concentraciones
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plasmaticas del mismo para conseguir el maximo beneficio terapéutico con el menor

riesgo de efectos adversos.

Los fdrmacos tienen que cumplir una serie de requisitos para poder ser monitorizados:

1. Correlaciéon entre la concentracion de farmaco en el sitio de accion y la
concentracion plasmatica.

2. Correlacidén entre los parametros farmacocinéticos y farmacodindamicos.

3. Rango terapéutico definido y relativamente estrecho (pocas diferencias entre las
dosis terapéuticas y las dosis toxicas)

4. Alta variabilidad interindividual. Diversos factores pueden influir en la variabilidad
interindividual: peso, sexo, tipo y cantidad de comida ingerida, interacciones con
farmacos administrados concomitantemente, enfermedades gastrointestinales,
insuficiencia hepatica, insuficiencia renal, polimorfismos en las enzimas que
metabolizan dichos farmacos y/o en las proteinas que los transportan, etc.

5. Baja variabilidad intraindividual en las concentraciones plasmaticas (hasta un 30-
45%). Si las concentraciones de un mismo individuo varian mucho sin razén
aparente, es dificil hacer una recomendacion de ajuste de dosis.

6. Contar con una técnica analitica exacta, precisa, sensible, especifica, reproducible,

barata y que requiera pequefios volimenes de muestra.

Datos derivados de estudios prospectivos demuestran que la MCP mejora la respuesta
viroldgica y/o disminuye la incidencia de efectos adversos relacionados con la terapia.
Concretamente, la MCP de ITINAN e IPs puede ser una herramienta util en el manejo
de la infeccion por VIH ya que, al permitir un ajuste individualizado de la pauta

posoldgica se evitaria una exposicion subterapéutica o toxica al farmaco. (Back. D. et
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al., 2002; Boffito M. et al., 2005; Duong M. et al., 2004; Rendon A. et al., 2005). En el
caso de los ITIAN, que se administran en forma de profarmaco, las concentraciones
plasmaticas de las formas inactivadas no serian a priori un buen indicador de su
actividad antiviral. Las concentraciones intracelulares de las formas trifosfato si han
demostrado tener una buena correlacién con la respuesta al tratamiento y la toxicidad
(Anderson PL. et al., 2004; Courtney V. et al., 2000; Fletcher CV et al., 2000 y 2002),
pero las técnicas de cuantificaciéon de estas formas son mas complejas y costosas. A
pesar de ello, algunos estudios han demostrado la utilidad de mantener unas
concentraciones plasmaticas controladas de ITIAN para obtener asi mayores
concentraciones intracelulares de las formas trifosfato y mejor respuesta viroldgica.

(Baheti G et al., 2011; Fletcher CV et al., 2002).

e Escenarios que justifican el uso de la MCP

La MCP se debe usar en aquellas situaciones en las que se sospeche de una eficacia
reducida o toxicidad incrementada del tratamiento. Su introduccidén en la rutina clinica
puede ofrecer grandes beneficios en las siguientes situaciones:

1. Inicio de un nuevo TAR. La posibilidad de detectar niveles subterapéuticos al
inicio del tratamiento puede permitir una intervencidon temprana para evitar la
selecciéon de mutaciones de resistencia.

2. Fracaso virologico/falta de respuesta viroldgica esperada. La MCP puede ser util
en pacientes con una tasa de caida de la CV lenta, con rebrote de CV después
de una respuesta inicial y en aquellos que responden al TAR pero tienen

frecuentes blips, lo que puede terminar en la seleccidon de virus resistentes y
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3.

5.

fracaso viroldgico. La capacidad para detectar bajas concentraciones puede
ayudar a seleccionar un nuevo TAR o alertar al clinico de que el paciente podria
estar en riesgo de bajas concentraciones incluso con un nuevo TAR.

Toxicidad. (Siempre que la toxicidad sea dependiente de la concentracién). Se
ha demostrado la correlacién entre las concentraciones de diversos farmacos
antivirales y el desarrollo de toxicidad. Tal es el caso de la toxicidad renal por
TDF, la nefrolitiasis por IDV, el aumento en lipidos séricos por LPV, la
hiperbilirrubinemia por ATV, la hepatotoxicidad por NVP o la toxicidad
neuroldgica por EFV. La MCP puede guiar las decisiones para hacer un ajuste de
dosis y evitar toxicidad manteniendo la supresion viroldgica. Sin embargo, hay
gue tener en cuenta que no todos los farmacos tienen definida una
concentracion a partir de la cual existe riesgo de desarrollar toxicidad.
Interacciones farmacocinéticas. Los ARV son farmacos con potencial para
provocar interacciones farmacocinéticas ya que muchos de ellos inhiben o
inducen isoformas del CYP450 y/o proteinas transportadoras de farmacos.
Ademas, debido al aumento de la esperanza de vida de los pacientes VIH, el
incremento de la polimedicacion aumenta la probabilidad de interacciones
farmacocinéticas.

Adherencia. El incumplimiento es probablemente uno de los factores mas
importantes en el desarrollo de fracaso virolégico, por lo que seria de gran
ayuda tener un método simple, objetivo y eficaz para medir la adherencia.
Regimenes posolégicos no aprobados. Uso de regimenes de dosificacidon

alternativos que no se han establecidos en ensayos clinicos.
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Poblaciones especiales: pacientes que, debido a una situacién fisioldgica o

patoldgica, pueden tener parametros farmacocinéticos alterados con respecto

a

la poblacion general, existiendo riesgo de que las concentraciones

plasmaticas sean subdptimas o toxicas.

Pacientes con peso corporal muy bajo o muy alto.

Pacientes con enfermedades gastrointestinales que tienen la absorcion
limitada.

Pacientes con insuficiencia hepatica: tienen la capacidad metabdlica
reducida, por lo que el riesgo de alcanzar concentraciones tdxicas es mayor,
especialmente con aquellos farmacos que se eliminen mayoritariamente
por via metabdlica.

Pacientes con insuficiencia renal: la excrecion de farmaco esta limitada, por
lo que hay mayor riesgo de alcanzar concentracion toxicas, especialmente si
los farmacos se eliminan mayoritariamente por via renal como la mayoria
de los ITIAN.

Nifos: todos los procesos farmacocinéticos experimentan profundos
cambios a lo largo del crecimiento.

Embarazadas: los cambios fisiolégicos que se producen durante el
embarazo afectan a la absorcion, distribucion, metabolismo y excrecién de
los farmacos. La MCP durante el embarazo puede jugar un papel muy
importante ya que es imprescindible asegurar concentraciones dptimas

para evitar la transmision de la infeccion al feto.
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e Limitaciones MCP

Existen varios factores que limitan el uso de la MPC de rutina en la practica clinica para
el manejo de los pacientes VIH:

- Falta de estudios prospectivos con un mayor numero de pacientes que demuestren
gue la MCP mejora el resultado clinico y viroldgico.

- Falta de rangos terapéuticos para todos los ARV de forma que se pueda relacionar la
concentracion plasmatica con alcanzar la respuesta terapéutica deseada o reducir la
frecuencia de las reacciones adversas asociadas.

- Variabilidad intraindividual en las concentraciones de los ARV.

- Falta de laboratorios especializados que dispongan de las técnicas adecuadas para
cuantificar las concentraciones de ARV

- Falta de personal experto en la interpretacion de los datos y la aplicacion de los

mismos para revisar la dosificacion de los pacientes.

3. Efectos adversos asociados al tratamiento antirretroviral

La toxicidad farmacolédgica del TAR puede abordarse desde el punto de vista de la
familia ARV (toxicidad de clase) o de los drganos afectados (Figura 6). Ademas, dentro

de cada familia, cada uno de los farmacos presenta efectos adversos (EA) individuales.

Los EA caracteristicos de los IP son: la intolerancia digestiva (nauseas, vomitos, diarrea)

a corto plazo y alteraciones metabdlicas (dislipemia, resistencia insulinica,

hiperglicemia), alteraciones en la distribucion de la grasa corporal (lipohiperatrofia) y
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cardiopatias y osteopenias, a largo plazo. La prevalencia de estos EA varia entre un 25-

50% entre los diferentes IP (Boesecke C. et al., 2008).

Los ITINAN se caracterizan por producir reacciones de hipersensibilidad con una
prevalencia del 10-20%. En el caso de la NVP, los mas caracteristicos son la aparicién
de exantema cutaneo durante las 4 primeras semanas de tratamiento hasta en un 15%
de los pacientes y la hepatotoxicidad. Para el EFV, los mas frecuentes son la toxicidad
del sistema nervioso central (mareo, insomnio, somnolencia, trastornos de la
concentracion y suefios anormales) y, en menor grado, la toxicidad cutdnea que suele
aparecer durante las primeras 2 semanas de tratamiento. En el caso de la ETR, no
presenta los EA relacionados con los ITINAN convencionales si no que produce EA

gastrointestinales y cefaleas (Loech et al., 2003; Miller V et al., 1997).

Todos los ITIAN producen toxicidad mitocondrial a largo plazo hasta en un 20-40% de
los pacientes. La toxicidad puede afectar a la médula 6sea, o manifestarse en forma de
lipoatrofia, neuropatia, miopatias, cardiopatias, pancreatitis y, excepcionalmente,
acidosis lactica. Dentro de la familia, los EA individuales mds caracteristicos son la
mielotoxicidad por AZT, pancreatitis asociada a ddl, lipoatrofia por D4T, e
hipersensibilidad debida a ABC. Los ITIAN FTC, 3TC y TDF son bien tolerados vy la
toxicidad descrita con estos farmacos es excepcional. En el caso del TDF, el principal EA
es la nefrotoxicidad, debida principalmente a dano tubular renal. Ademas se ha
descrito una mayor pérdida de masa Odsea en pacientes que inician TDF en
comparacion con ABC. Debido al amplio uso de TDF en la practica clinica, las

implicaciones de esta alteracién a largo plazo constituyen un campo de estudio en
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auge que merece una atencion especial en el apartado siguiente (Brinkman K., et al,

1999; Kinai E. et al, 2009; Mallal S. et al., 2002).

Neuropsiquiatricos

EFV
Hepaticos
ITINAN, IP
Exantema
Nefrotdxicos ABC, ITINAN, IP
TDF, IDV

Gastrointestinales

Alteraciones 6seas ITIAN, ITINAN, IP

TDF, IP

Figura 6. Resumen de los efectos adversos mas caracteristicos de los distintos ARV sobre los

distintos érganos y sistemas.

Otros farmacos, como el T20, MRV o RAL, presentan EA leves o moderados. El T20 no
suele causar EA sistémicos, pero la aparicidon de reacciones dolorosas en el lugar de la
inyeccién ha limitado su uso a largo plazo. Respecto al RAL y MRV, los EA son poco
frecuentes y en ensayos clinicos no hubo diferencias entre el grupo de tratamiento y el

grupo control.

4. Nefrotoxicidad asociada al tratamiento con Tenofovir

Diversos estudios epidemiolégicos han puesto de manifiesto que las enfermedades
renales son mas frecuentes en los pacientes con infeccion por VIH que en la poblacién

general, hasta un 30% de los pacientes pueden presentar algun tipo de alteracién renal
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(Gupta SK et al, 2005; Lucas GM. et al., 2007; Wyatt CM. et al., 2006). Entre los factores
de riesgo relacionados con el desarrollo de enfermedad renal se encuentran:

- factores demograficos como la raza negra, edad avanzada y peso corporal bajo;

- enfermedades concomitantes como hipertensién, diabetes, hepatitis crénica por los
virus VHC o VHB, enfermedad renal previa u otras enfermedades metabdlicas o
vasculares;

- factores asociados con la infeccion por VIH como un recuento bajo de linfocitos CD4,
CV alta o diagndstico previo de SIDA;

- uso de determinados farmacos ARV (TDF, ATV, IDV) u otros agentes nefrotdxicos
(anti-inflamatorios no esteroides, aminoglucdsidos, anfotericina B, cidofovir, aciclovir,

cotrimoxazol, foscarnet)

En la era pre-TARGA, la patologia renal mds comun en los pacientes VIH era la
nefropatia asociada a VIH (NAVIH), cuya prevalencia es mayor en individuos de raza
negra y suele presentarse en fases avanzadas de la infeccién no controlada o no
tratada. Esta patologia renal es debida al efecto directo del virus sobre las células
renales. Con la introduccién del TARGA, la naturaleza de la patologia renal asociada al
VIH ha cambiado, siendo menos frecuente el daio debido al efecto del virus mientras
qgue ha cobrado mayor importancia el dafio debido al tratamiento ARV.

Algunos de los efectos adversos del TAR a nivel renal son: proteinuria, dafio tubular,
nefritis intersticial, nefrolitiasis y disminucién de la tasa de filtrado glomerular (TFG).
Los farmacos que mas se han relacionado con alteraciones a nivel renal son los IP

indinavir y atazanavir, que causan nefrolitiasis y nefritis intersticial, y el ITIAN
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tenofovir, que causa dafo tubular (Anderson PL. et al., 2007; Berns JS. et al., 2006;

Dieleman JP. et al., 2002).

4.1. Mecanismos de toxicidad renal asociado al uso de Tenofovir.

El mecanismo por el cual el TDF causa dafio tubular renal no esta bien esclarecido.
Se ha postulado que la toxicidad podria deberse a la acumulacion del fdrmaco en el
interior celular, pudiendo causar dafio mitocondrial y/o interferir con las funciones

normales de la célula.

La hipotesis mas ampliamente aceptada es la mediada por la toxicidad mitocondrial,
debido a la inhibicién de la ADN polimerasa Y, lo que conlleva una disminucion del ADN
mitocondrial (ADNmt). Esto se ha relacionado con anormalidades estructurales que
incluyen deplecion mitocondrial y cambios en la forma y tamafio de las mitocondrias.
También se produce una deplecién de enzimas celulares y de ATP, pérdida de la
funcionalidad mitocondrial e incluso apoptosis por liberacion de proteinas
mitocondriales activadoras de rutas de apoptosis (Figura 7). Esta toxicidad
mitocondrial se ha descrito para cidofovir y adefovir, y debido a la similitud estructural
del TDF con estos analogos de nucledtidos, se especula que también el TDF podria
ejercer este tipo de dafio celular (The ADHOC trial, 2002; Cihlar T. et al, 2001; Kahn J.
et al., 1999). A pesar de que los primeros estudios en lineas celulares humanas
evidenciaron que TDF es un inhibidor débil de la ADN polimerasa Yy, produciendo
menor deplecion de ADNmt en comparacion con otros ITIAN y menor citotoxicidad

gue su analogo cidofovir (Birkus G et al. AAC 2002, Cihlar T. et al., 2002); estudios mas

38



INTRODUCCION

recientes han demostrado que TDF causa disminucién del ADNmt, anomalias
estructurales y deplecién de las mitocondrias (C6té HC. et al., 2006; Herlitz L. et al.

2010; Kohler et al., 2009; Lebrecht D. et al., 2009).

Anormalidades estructurales/ -
Pérdida de funcion | Apoptosis

Activacion Caspasas Dafio ADN

- SMAC._— AIF
Liberacién de proteinas

Estrés Mitocondrial ;; apoptéticas

Proteinas de la
“rcadena respiratoria

Transcripcion T

Figura 7. Posible mecanismo molecular implicado en la toxicidad mitocondrial de TFV. POLG:
ADN polimerasa y; CytC: proteina mitocondrial Citocromo C; SMAC: Segundo activador de caspasas

derivado de la mitcondria ; AIF: Factor inductor de la apoptosis. Adaptado de Fernandez-Fernandez B. et

al. AIDS Research and Treatment 2011.

La hipotesis sobre la interferencia con la funcionalidad normal de la célula esta menos
estudiada. Esta alteracién de las funciones normales de la célula podria deberse a la
interaccidon con proteinas de transporte localizadas en las membranas de la célula
renal, OATs (proteinas transportadoras de aniones organicos) y MPRs (proteinas de
multirresistencia a farmacos). En estudios animales, se ha descrito que adefovir y
cidofovir interfieren con la funcién del transportador MPR4. En cuanto al efecto del
TFV, se ha demostrado que TDF produce una inhibicion concentracién-dependiente de
las proteinas MRPs y es capaz de inducir una regulacién a la baja de genes que

codifican para proteinas transportadoras de otros compuestos, como por ejemplo, el
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transportador de sodio-fosfato subtipo Ila (NaPilla o NPT2a) o el intercambiador de
sodio/hidrégeno 3 (NHE3) (Liborio AB. Et al., 2008; Weiss J et al., 2007). La interaccién
competitiva con otros sustratos o la existencia de polimorfismos genéticos que
modulen la expresidn de las proteinas de transporte podrian explicar la acumulacién

intracelular y la consiguiente toxicidad.

4.2. Experiencia con TDF

La prevalencia de nefrotoxicidad entre los pacientes VIH que reciben TDF se ha
estimado en un 1-2%, segun los datos derivados de estudios clinicos en distintas
cohortes de pacientes VIH (Cassetti |. et al., 2007; Gallant JE. et al., 2008; Izzedine H. et
al., 2007; Post FA. et al., 2010; Pozniak AL. Et al., 2006). Estos estudios no asociaron el
uso de TDF con una mayor disminucién de la funcion renal, estimada por la TFG, en
comparacion con otros ARV ni en combinacion con ITINAN o IP (Gerard L. et al.,
Nelson MR. et al.,, 2007; Young J. et al., 2012). Sin embargo, cada vez son mas los
estudios y series de casos que alertan sobre el dafio renal en pacientes con TFG normal
gue estan expuestos de forma prolongada a TDF. En estos estudios, los pacientes con
nefrotoxicidad tenian, con frecuencia, algin factor de riesgo previo, recibian
medicaciéon nefrotdxica o estaban en tratamiento con ddl o IPs. (Calza L. et al., 2013;
Fux C.A. et al., 2007; Goicoechea M. et al., 2008; Peyrere H. et al., 2004; Zaidan M. et
al., 2013; Zimmerman AE. et al., 2006).

El uso concomitante de TDF y ddl, o historia previa de tratamiento con ddl, se ha
relacionado con mayor riesgo de nefrotoxicidad. La interaccidon se debe a que el TDF

aumenta la exposicion de ddl, que se sabe que causa toxicidad mitocondrial, lo que
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contribuiria al dafio renal (Coté HC. et al., 2006; Lopez S. et al., 2006). Esta
combinacidn de tratamiento fue aprobada en el aino 2004 como una alternativa en el
tratamiento de inicio, pero en la actualidad la combinacién de estos dos farmacos no
esta indicada.

En cuanto a la combinacién TDF-IPs, los estudios farmacocinéticos han demostrado
qgue la administracion de TDF con IP/r, principalmente ATV y LPV, conlleva un
incremento de la exposicién de TFV, alrededor de un 24-34%, debido probablemente a
un aumento de su absorcion intestinal o a una reduccion del aclaramiento renal (Cihlar
T. et al., 2007; Kearney BP. et al., 2006). Se ha postulado que el efecto sobre el rifidn
podria deberse a interacciones entre TDF e IPs sobre las proteinas de transporte de
analogos en la célula tubular renal y en los enterocitos. (Figura 8). Los IP interaccionan
con las proteinas P-gp y MRP2, por lo que podrian inhibir la secrecién de TFV hacia el
lumen tubular, aumentando asi la concentracidon intracelular (Kiser JJ. et al., 2008). Asi
mismo, se ha demostrado que los IP son capaces de aumentar las concentraciones de
TFV circulante por inhibicion de la P-gp y de las esterasas a nivel intestinal. Se ha visto
que esta inhibicion es concentracién-dependiente y que la magnitud de la interaccion
depende de la capacidad de los distintos IP para inhibir tanto el transporte por la P-gp

como la degradacién por las esterasas (Tong L. et al., 2007).

TOF eV
TFV TFV
Lumen Circulacion Circulacion
intestinal Enterocito sistémica sistémica Célulatubular renal Orina

Figura 8. Posibles mecanismos implicados en el aumento de la exposicién de TDF cuando se

administra con IP.
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La toxicidad renal puede manifestarse como una patologia aguda, enfermedad renal
cronica (ERC) o como dafio tubular proximal (DTP). En la mayoria de los casos, los
pacientes desarrollan tubulopatia, caracterizada por la eliminacién de sustancias en
orina que normalmente se filtran en el glomérulo y se reabsorben en el tdbulo
proximal (proteinas de bajo peso molecular, fosfato o glucosa). Lo habitual es que los
pacientes presenten tubulopatia moderada, con hipofosfatemia, glucosuria
normoglucémica y proteinuria variables, y ocasionalmente, pueden desarrollar
sindrome de Fanconi (SF) (Ezinga M. et al., 2012; Mathew G. et al., 2006; Rodriguez-
Noévoa S., et al., 2010; Vilches-Aparicio V. et al., 2010; Wood S.M., et al., 2009). El SF se
caracteriza por la presencia de glucosuria en ausencia de hiperglucemia, acidosis
metabdlica y osteomalacia. AlUn no se conocen las consecuencias de la pérdida de
fosfato, proteinas y glucosa a largo plazo, pero el riesgo de desarrollar fracturas,
osteopenia y osteomalacia constituye una preocupacién afadida. Algunos estudios
han asociado el uso de TDF también mayor pérdida de la densidad mineral dsea
(Cooper RD. et al., 2010; Haverkort M.E. et al., 2011; McComsey G.A,, et al., 2011;
Stellbrink HJ. et al; 2010; Woodward C.L. et al. 2009), asi como con la aparicién de
hiperparatiroidismo secundario y niveles bajos de vitamina D, contribuyendo a un
mayor riesgo de osteopenia y osteoporosis (Childs KE. et al., 2010; Rosenvinge MM. et

al., 2010).

Recientemente, algunos estudios han demostrado que existe una asociacion entre la
toxicidad renal debida a TDF es concentracién-dependiente (Ezinga M. et al., 2012;
Calcagno A., et al.,, 2013, Giacomet V. et al., 2013; Poizot-Martin I. et al., 2013;

Rodriguez-Névoa S., et al., 2010; Ter Heine R., et al., 2009) por lo que la administracion
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conjunta de TDF con farmacos que reducen la funcién renal o que compiten por
proteinas de transporte a nivel renal, puede resultar en un aumento de las

concentraciones plasmaticas de TFV, incrementando asi el riesgo de toxicidad.

5. Monitorizacion de la funcion renal.

Segun las recomendaciones de las guias para la evaluacién y tratamiento de las
alteraciones renales en pacientes con VIH, la monitorizacion de la funcion renal debe
incluir un estudio renal basico en todos los pacientes que puede ampliarse con otras
pruebas complementarias en determinadas situaciones (European AIDS Clinical Society

2012, GESIDA/Plan Nacional sobre el SIDA 2013)

5.1. Estudio renal basico

Se recomienda en todos los pacientes en el momento del diagndstico, al iniciar TAR, y
durante el seguimiento posterior, de forma anual o mas frecuente segun evolucion y
factores de riesgo para el desarrollo de nefropatia. En el caso de los pacientes que
empiezan tratamiento con TDF, la evaluacidon debe ser mensual durante el primer afo

de tratamiento y posteriormente, cada 3 meses. Este estudio debe incluir:

e Marcadores de filtrado glomerular (FG):
- La determinacion de la concentracion sérica de creatinina (CrS) forma parte de los
controles periddicos que se realizan a los pacientes con infeccidn por VIH, sin embargo,

no es una herramienta exacta para evaluar el FG ya que se ve influida por distintas
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fuentes de variabilidad bioldgica, interferencias analiticas y problemas de
estandarizacion entre laboratorios. Ademas se precisan descensos del FG de hasta un
50% para que la CrS se eleve por encima del intervalo de referencia.

- El aclaramiento de creatinina (CICr) da un resultado mas exacto del FG, sin embargo,
su determinacidn es compleja y puede resultar impreciso debido a los inconvenientes
asociados a la recogida de la orina de 24 horas. Ademas, sobreestima el verdadero
valor del FG en individuos con funcién renal normal.

- En la actualidad se recomienda el uso de formulas que permiten estimar el FG a partir
de variables como la CrS, edad, sexo, peso y raza. Las férmulas mas conocidas y
validadas en distintos grupos de poblacidn son la ecuacion de Cockcroft-Gault (CG) y la
ecuaciéon MDRD (del inglés Modification of Diet in Renal Disease) (Crockcroft D.W., et
al. 1976; Levey A.S., et al. 1999). Estas formulas son mas exactas que la determinacién
a partir de creatinina y evitan el inconveniente de la recogida de orina de 24 horas, sin
embargo, hay que tener en cuenta:

- la ecuacion CG puede sobreestimar el FG cuando estd en rangos normales (>90
mL/min/1,73 m?).

- MDRD esta validada en pacientes con FG entre 20-60 y subestima al paciente con
tasas de FG en rangos normales.

- Ambas se ven afectadas por cambios en la masa corporal, circunstancia relativamente
frecuente en los pacientes con infeccion por VIH.

Hasta la fecha, la férmula mas recomendada es la férmula simplificada de MDRD,
MDRD-4 o la calculada empleando un método de creatinina estandarizado, MDRD-

IDMS.
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Otros grupos estdn trabajando en otras férmulas para mejorar la precisién y exactitud
de las ecuaciones anteriores, como la ecuacién CKD-EPI (del inglés Chronic Kidney
Disease Epidemiology Collaboration), que incluye como variables la CrS (empleando un
método de Cr estandarizado para su determinacion), la edad, el sexo y la etnia. Esta
ecuacion disminuye el nimero de pacientes clasificados como FG < 60 mL/min/1,73 m?
asignandoles estadios de FG mas elevados (Levey AS., et al, 2009; Stevens LA., et al.,

2011)

En la poblacién general se considera normal un valor de TFG>90 mL/min/1.73m’y una
reduccion persistente de menos de 60 mL/min/1.73m2 indica ERC, que se asocia a una

mayor progresion a fallo renal y a muerte prematura por enfermedad cardiovascular.

* Marcadores urinarios de dafio renal:

- La presencia de proteinuria por encima de la excrecion fisioldgica maxima diaria
(<150mg/dia) es un marcador mas precoz de enfermedad renal que la TFG. Evaluar si
existe o no proteinuria y el rango de ésta es importante para diferenciar si existe dafo
glomerular (deteccién en orina de proteinas de gran tamafio que se han filtrado,
especialmente albumina) o tubular (proteinas de bajo peso molecular, como la B2
microglobulina, que no se han reabsorbido) (Figura 9).

Para la determinacién de la proteinuria se emplean las tiras reactivas (dipstick), que
proporcionan un resultado aproximado de la intensidad de la proteinuria (algunas con
rangos de deteccién de microalbimina). Si se obtiene un resultado positivo (1 cruz o
mas), se debe realizar una valoracién ampliada mediante la determinacion del cociente

proteina/creatinina.
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- La presencia de glucosuria en ausencia de hiperglucemia (glucosuria
normoglucémica) constituye un marcador de disfuncién tubular que puede ser util
para diagnosticar el sindrome de Fanconi de forma temprana. Se detecta también

mediante la tira reactiva.

Funcién renal normal Daiio glomerular Dafiio tubular
Sangre
Glomérulo
0——=0
"o
00 | 00
90 . 90U =
_e0— Tabulo _e0— Tabulo
O0— ; 0 .
/.Q._; proximal ".Oa: proximal
o .O
0 0 O

0 % %0
Orina ‘ OO Orina ...00 ../ Orina
00 00000 0% 00

O Fosfato . Proteinas de bajo peso molecular .Proteinas de elevado peso molecular

Figura 9. Marcadores de funcionalidad renal alterada en funcién de los solutos eliminados en
orina. Adaptado de Post FA. et al. Biomarkers of impaired renal function. Current opinion in HIV and

AIDS. 2010.

e Otros parametros analiticos:
En las revisiones de los pacientes VIH suelen determinarse otros parametros que
aportan informaciéon complementaria muy valiosa. Es el caso de las concentraciones
plasmaticas de fosfato, potasio, calcio y acido urico, que pueden descender por

eliminacion urinaria excesiva debido a una disfuncién tubular. Esta valoracion es
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especialmente importante en los pacientes que toman TDF, ya que la hipofosfatemia

es frecuente en los pacientes con nefrotoxicidad inducida por TDF.

5.2. Estudio renal ampliado

Se recomienda cuando se ha detectado alguna anomalia en el estudio basico, por lo
que se requiere un estudio ampliado de marcadores en sangre y orina, y

eventualmente, pruebas de imagen y biopsia renal. Este estudio debe incluir:

e Andlisis sanguineo:
Incluird los parametros habituales en bioquimica para la determinacion del equilibrio
acido-base (bicarbonato y pH), concentraciones iones y acido urico y serologias para
los virus de hepatitis B y C y para la sifilis. Cuando se sospeche de enfermedad
glomerular u otro proceso mediado por mecanismos inmunoldgicos, es conveniente
solicitar crioglobulinas, anticuerpos antinucleares, complemento, electroforesis de

proteinas plasmaticas y cuantificacion de inmunoglobulinas.

e Andlisis de orina:
Debe incluir un estudio completo del sedimento urinario y la cuantificacion de la
excrecion de proteinas. Para la cuantificacion de la excrecidn de proteinas, un método
sencillo es la determinacion de los cocientes urinarios proteinas/creatinina (Pr/Cr) o
albumina/creatinina (A/Cr) en una muestra de orina de la primera miccién de la
manana, que correlacionan bien con la cuantificacién tradicional de la proteinuria de

24 horas. Se consideran como valores normales los de Pr/Cr<150mg/g y A/Cr<30mg/g.
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Si el cociente A/Cr es normal y el de Pr/Cr esta alterado, la proteinuria sera de origen
tubular.

Ante la sospecha de tubulopatia, debe realizarse un andlisis de orina de 24 horas que
incluya la determinacion de fosfaturia, aminoaciduria, glucosuria, calciuria,
albuminuria y proteinuria. Ademas, ante la presencia de hipofosfatemia con fosfaturia,
se recomienda también realizar un examen DEXA debido al riesgo de desarrollar
osteopenia.

La Figura 10. Resume los parametros que deben determinarse en el estudio renal y con

gué frecuencia debe realizarse.

Estudio Renal en el paciente VIH
|
Siempre

v

Estudio Renal Basico

Parametros a analizar Periodicidad

Paciente sin TAR:
Creatinina y Fosforo en plasma . . L 5
Sin factores de riesgo: visita inicial y 1 vez/afio

Estimacion del FG (CG, MDRD) Con factores de riesgo: visita inicial y 2 veces /afio
Proteinuriay Glucosuria Pacientes en TAR:
En cada revision

(*TDF: mensual 1er afio // cada 3 meses)

Anomalias

v

Estudio Renal Ampliado

Anidlisis de sangre: pHy bicarbonato, lones, acido urico, serologias para VHC, VHB v sifilis
Andlisis de orina: Sedimento y excrecion de proteinas: P/Cry A/Cr
Ecografia Renal

Consulta al nefrélogo y biopsia renal

Figura 10. Recomendaciones para la evaluacién renal en pacientes VIH.
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“* Nuevos biomarcadores

La necesidad de detectar de forma temprana el dafio tubular ha impulsado el estudio
de otros biomarcadores mas sensibles y especificos de dafio tubular. Entre los mas
empleados en los estudios de toxicidad renal asociada al uso de ARV se encuentran las
proteinas de bajo peso molecular (LMWP), las enzimas constitutivas de las células
tubulares proximales y las proteinas especificamente inducidas en el rifidn como
respuesta a dafio celular.

- La determinacion de las LMWP constituye una medida del grado de disfuncion. Entre
las mds empleadas destacan la B2-microglobulina y la proteina de unién a retinol
(RBP). Ambas son marcadores sensibles de dano tubular en pacientes tratados con TDF
(Gatanaga H. et al., 2006, Kinai E. et al, 2005; Nishijima T., et al. 2013; Oboho |I. et.al,
2013; Papaleo A. et al., 2007, Post FA. et al., 2010), sin embargo, la deteccién de B2-
microglobulina en orina es dependiente del pH y su concentracién es sensible a la
protedlisis enzimatica, lo que limita su uso. Estudios recientes han apuntado que la
RBP seria un marcador mas especifico de toxicidad tubular por TDF (CampbellL.J. et al.,
2012; Hall A. et al., 2009).

- La cuantificacién de los enzimas urinarios es un buen método para detectar lesiones
renales, ya que en circunstancias normales no se filtran por el glomérulo debido a su
alto peso molecular, y se segregan por el tubulo proximal. La presencia de la enzima N-
acetil-glucosaminidasa (NAG) en orina se ha relacionado con pérdida de la
funcionalidad de la célula tubular, sin embargo, no se ha relacionado con el uso de TDF
frente a otros ARV, y ademas también puede estar elevada en patologias renales de

origen glomerular (Ando M. et al., 2011; Hall A. et al., 2009; Marchewka Z. et al., 2001).
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- Respecto a las proteinas inducibles en respuesta a dafio celular, una de las mas
empleadas es la Neutrofilo gelatinasa asociada a lipocalina (NGAL), que es inducida en
respuesta a inflamacién. Ha sido ampliamente estudiada en la patologia renal como
marcador de dafio e indicador de progresién, aunque también puede encontrarse
elevada en otras patologias no renales (Haase M. et al., 2009; Kuwabara T. et al.,
2009). En pacientes VIH se ha relacionado con la NAVIH, pero hay menos datos sobre

su utilidad en la toxicidad renal (Sola del valle DA. et al., 2011).

6. Farmacogenética de la toxicidad renal asociada con el uso
de Tenofovir.

Existe gran variabilidad interindividual en la susceptibilidad, caracteristicas y gravedad
de la disfuncién renal asociada al uso de TDF, lo que sugiere que los factores genéticos
del huésped podrian tener un papel importante en el desarrollo de esta patologia.
Junto con los factores genéticos, otros factores como el sexo, peso o la raza del
individuo, asi como la interferencia con otros farmacos administrados de forma

concomitante, podrian contribuir a explicar esta variabilidad.

El objetivo de la farmacogenética es individualizar el tratamiento mediante la
deteccidon de las variantes genéticas (SNPs) asociadas con la eficacia y/o toxicidad de
los fdrmacos. Gracias al proyecto Genoma Humano y a los avances tecnolégicos para
abordar la variabilidad genética, la farmacogenética ha experimentado un rapido
crecimiento en los ultimos afos y se ha convertido en un campo con grandes

expectativas en medicina clinica.
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En términos generales, la farmacogenética de los ARV se centra en el estudio de las
enzimas metabolizadoras de fdrmacos, proteinas transportadoras, receptores

nucleares y genes relacionados con susceptibilidad a los efectos adversos (Figura 11).

Receptores Nucleares

PXR

CAR
Ah-R

I Enzimas metabodlicas ] f;

Vo
==

I Proteinas de transporte ]

Transcripcion

1
Polimorfismos genéticos que
afectan al proceso LADME

Absorcion ~ ==p Distribucién —p Metabolismo Excrecion

CYP3A4 BS

CYP3A4 } TRPZ

CYP2B6
UGT1A1
—

Figura 11. Principales dianas en los estudios farmacogenéticos. Ah-R: Aryl hydrocarbon receptor;
CYP-450: Citocromo-450; PXR: receptor de pregnano X; CAR: receptor constitutivo de androstano; UGT:

uridina difosfato glucuronosiltransferasa.

6.1. Proteinas de transporte de Tenofovir a nivel renal

Para el estudio de los factores genéticos que pueden afectar al uso de TDF hay que
tener en cuenta los procesos que éste sigue en el organismo.
Tras su administracion oral, TDF es rapidamente absorbido y convertido en TFV, que se

distribuye a la mayoria de los tejidos, alcanzando las concentraciones mas altas en
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rifidn, higado y contenido intestinal. Estudios in vitro han determinado que TFV no es
sustrato de las enzimas CYP450, ni inhibe el metabolismo mediado por cualquiera de
las principales isoformas implicadas en la biotransformacion de medicamentos, por lo
gue es poco probable que se produzcan interacciones clinicamente significativas a este
nivel. Sin embargo, TFV es sustrato de proteinas de transporte implicadas en su
excreciéon renal, que se produce tanto por filtraciéon glomerular como por secrecién
tubular activa.

El TFV entra en las células del tubulo proximal mediante las proteinas transportadoras
de aniones organicos (OATs), principalmente OAT 1 y en menor medida OAT3 (Cihlar T.
et al., 2001; Ray AS. et al., 2006; Uwai Y. et al., 2007); y su excrecidon en orina es
mediada por la proteina de multirresistencia a farmacos 4 (MRP4); aunque también se
ha descrito que intervienen las proteinas MRP2 y MRP7 (Imaoka T. et al., 2007;
Mallants R. et al.,, 2005; Uwai Y. et al.,, 2007). En consecuencia, el estudio de los
factores genéticos implicados en la toxicidad renal de TDF se centra en las principales
proteinas de transporte implicadas en su excrecién renal, ya que polimorfismos en los
genes que codifican para estas proteinas podrian alterar la expresion y/o actividad de

las mismas, afectando a la farmacocinética del TDF (Figura 12).
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Figura 12. Proteinas de transporte implicadas en el transporte de TFV a nivel renal y

polimorfismos relacionados con disfuncién tubular renal (DTR).

6.2. Polimorfismos genéticos en proteinas transportadoras

Las proteinas de membrana se pueden clasificar en dos grandes superfamilias:
superfamilia de transportadores dependientes de ATP (ABC) y proteinas
transportadoras de solutos (SLC). Estas proteinas tienen como funcién la translocacion
de una amplia variedad de sustratos a través de la membrana plasmatica celular
(productos metabdlicos, esteroides, farmacos), de tal manera que constituyen una
barrera para la acumulacién de los mismos en el interior celular.

De la familia ABC, los transportadores mas relevantes implicados en el transporte de
los farmacos ARV son la glicoproteina P (P-gp) y las MRPs. Respecto a la familia SLC, los
transportadores mas importantes son las OATs vy los polipéptidos transportadores de
aniones organicos (OATP).

Todos los transportadores presentan cierta selectividad en el transporte de distintas
sustancias y su expresién es variable, estando sujeta a una compleja regulaciéon y a la
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influencia que pueden ejercer ciertos metabolitos, el estrés oxidativo, citocinas, etc.
Ademas, su funcionalidad depende de los polimorfismos en genes que codifican estos
transportadores. Las variaciones genéticas en los genes que codifican estas proteinas
son la causa o contribuyen en gran medida a una amplia variabilidad de desérdenes

fisiolégicos, dando lugar a fenotipos resistentes a farmacos.

e Glicoproteina-P

La P-gp es la proteina transportadora mejor caracterizada debido a su habilidad para
conferir resistencia fenotipica a los farmacos contra el cancer. Su expresion tiene lugar
en una amplia variedad de tejidos como el higado, rifién, colon, yeyuno, glandula
adrenal, etc. La existencia de polimorfismos en el gen que codifica la P-gp, ABCB1 o
MDR1, afecta a la distribucién de los farmacos, afectando en ultima instancia a su
eficacia y/o toxicidad.

Hasta la fecha se han descrito ciertos polimorfismos (SNPs) que se han relacionado con
alteraciones en los niveles plasmaticos de algunos antirretrovirales, especialmente
para los IP. Este es el caso de los SNPs 3435C>T y 2677G>T, para los que se ha descrito
que el homocigoto mutante (TT) en la posicidon 3435 estd asociado con un descenso en
la expresion de P-gp comparado con el genotipo salvaje (CC) (Fellay J. et al., 2002,
Rodriguez-Névoa S. et al.,, 2006; Rodriguez-Névoa S. et al.,2007 ) (Figura 13). La
consecuencia de este cambio seria un menor transporte hacia el exterior celular del
farmaco sustrato de la P-gp, con el consiguiente aumento de los niveles intracelulares
de dicho farmaco. Se ha demostrado que la P-gp es capaz de trasportar TFV a nivel

intestinal, pero no a nivel renal (Van Gelder J. et al., 2002). Dado que la P-gp influye en
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la biodisponibilidad del TFV, diversos estudios han examinado polimorfismos en el gen
que codifica para la P-gp (3435C>T, 1236C>T, 2677G>A/T), pero ninguno de ellos ha
encontrado asociacidén entre éstos y los niveles de TDF o alteracién renal (lzzedine H.

et al., 2006; Rodriguez-Ndvoa S. et al., 2009).
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Figura 13. Estructura de la P-gp y SNPs que afectan a la distribucién de fdrmacos. Se presentan
en recuadros verdes los principales SNPs que se han relacionado con alteraciones en los

niveles de ARV.

e Proteinas transportadoras de aniones orgdnicos

Las principales proteinas transportadoras de aniones organicos a nivel de la membrana
basolateral renal son los transportadores OAT1 (codificado por el gen SLC22A6) y OAT3
(codificado por el gen SLC22A8), mientras que otros miembros de la familia, como la
OAT4 (codificada por el gen SLC22A11) se expresan en la membrana apical. El
transportador OAT1 ha sido el mejor caracterizado; se encuentra ampliamente
expresado en la membrana basolateral y juega un papel muy importante en la
eliminacion de TFV, cidofovir y adefovir, entre otros compuestos (Robertson E. et al.,
2006). Estudios in vitro han demostrado que la sobreexpresién de esta proteina induce
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citotoxicidad asociada a cidofovir y adefovir, pero no asi en el caso de TFV (Cihlar T. et
al., 2001). Estudios genéticos que han examinado polimorfismos en OAT1, (SLC22A6
453G>A, 728G>A) no han encontrado asociacion con el aclaramiento de TFV ni con
dafio renal (Kiser JJ. et al., 2008; Rodriguez-Noévoa S. et al., 2009). En relacidn a otras
proteinas de la misma familia, se ha descrito un polimorfismo en el gen que codifica
para OAT4 (SLC22A11 T>A rs11231809) relacionado con el aclaramiento renal del
diurético Torasemida (Vormfelde SV. Et al., 2006), pero esta asociacion no se ha

encontrado para tenofovir (Rodriguez-Novoa S. et al., 2009).

* Proteinas de multirresistencia

Algunas de estas proteinas presentan homologias de secuencia con la P-gp y también
existe un solapamiento en cuanto a la distribucién en los tejidos y los sustratos que
son capaces de transportar, por lo que es posible que se encuentren funcionalmente
relacionadas.

Las MRPs se encuentran en la membrana apical de la célula renal y juegan un papel
fundamental en la secrecion tubular de los ITIAN. El gen que codifica para MPR2
(ABCC2) es altamente polimérfico, y esta variabilidad genética estd asociada con
diferencias interindividuales en la farmacocinética, respuesta y toxicidad de muchos
farmacos (Elens L. et al., 2011; Leiri I. et al., 2009). Con respecto al TFV, distintos
polimorfismos en MPR2 se han relacionado con disfuncion tubular en pacientes en
tratamiento. El alelo ABCC2-24C y el haplotipo “CATC” (definido como la combinacion
de los polimorfismos -24C>T, 1249G>A, 3563T>A y 3972C>T) se han relacionado con

mayor riesgo tubulopatia en estos pacientes (Izzedine H. et al., 2006; Rodriguez-Ndévoa
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S. et al. 2009). Sin embargo, existe controversia respecto al papel de MRP2 en el
transporte de TFV y el impacto de los polimorfismos en su funcionalidad (Ray A. et al.,
2007). Respecto a MRP4, el polimorfismo 669C>T en el gen ABCC4, se ha encontrado
mas frecuentemente en pacientes con dafio tubular (Giacomet V. et al., 2013; Izzedine
J. et al.,, 2006) mientras que el polimorfismo 3464 A>G se ha relacionado con un
incremento en los niveles intracelulares de TFV (Kiser JJ. et al., 2008). Mas
recientemente, dos polimorfismos en la proteina MRP7 (rs9349256, rs2125739),
codificada por el gen ABCC10, se han asociado con fosfaturia y B2-microglobulinuria

(Pushpakom S.P, et al., 2011; Giacomet V. et al., 2013)

57



INTRODUCCION

En el momento actual por tanto, parece claro que la toxicidad renal, principalmente
tubular, asociada al tratamiento prolongado con TDF existe. Establecer qué pacientes
presentan mayor riesgo, qué factores estdn implicados en su desarrollo y qué
marcadores serian los mas adecuados para detectarlo de forma temprana, son
cuestiones que quedan por resolver. Teniendo en cuenta la gran variabilidad
interindividual en la presentacion y gravedad de la patologia renal, el estudio de
factores farmacocinéticos y farmacogenéticos podria ayudar a identificar a los

pacientes con mayor riesgo.

En este contexto, se desarrolld esta tesis con los siguientes objetivos:
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Ill. OBJETIVOS



1. Desarrollo y validacion de un método para la cuantificacién de tenofovir en
muestras de plasma de pacientes VIH positivos mediante Cromatografia

Liquida de Alta Resolucién con deteccién espectrométrica de masas (HPLC-

MS/MS)

2. Estudio de las diferencias en la funcidén renal entre pacientes con y sin
tratamiento con tenofovir e impacto de los niveles plasmaticos de tenofovir.

Impacto de los antirretrovirales concomitantes sobre los niveles de tenofovir.

3. Estudio de la asociacion entre polimorfismos genéticos, niveles de TDF y

alteracion renal.
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IV. PACIENTES Y METODOS



PACIENTES Y METODOS

1. Pacientes

Se incluyeron pacientes infectados con VIH-1 y que recibian tratamiento para la
infeccidn en el Hospital Carlos Il de Madrid. Los pacientes se seleccionaron de forma
retrospectiva a través de la base de datos de pacientes del servicio de Farmacia. Para
el objetivo 2, se incluyd un grupo de pacientes que recibian tratamiento con TDF en
cualquiera de las formulaciones Viread®, Truvada® (TDF/FTC) o Atripla® (TDF/FTC/EFV);
y un grupo control, que recibia un régimen que no incluia TDF. Una vez obtenido el
listado de los pacientes, se cruzd con los datos bioquimicos y se disociaron los datos
identificativos del paciente. De este listado, se seleccionaron los pacientes de los que
se disponia de consentimiento informado para el uso de muestras de ADN y de plasma.
Para el objetivo 3 se incluyen los pacientes de los que se dispone muestra para andlisis

del ADN y que tenian datos de funcién renal.

2. Métodos

2.1. Diseno del estudio: estudio retrospectivo post-autorizacion.

2.2. Recogida de datos

Se recogieron los datos disponibles resultantes de la practica clinica habitual:
datos demogrdficos (edad, sexo, raza); datos hematoldgicos; Carga viral del VIH,
recuento de CD4; datos bioquimicos (creatinina, glucosa, calcio, acido Urico y
fosforo); biogquimica de orina (creatinina, glucosa, proteinas, calcio, acido Urico,

fosforo y B2-microglobulina); datos de enfermedades concomitantes (infeccidon
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por VHB y/o VHC, diabetes, hipertension arterial); tipo de medicacion ARV vy

otros farmacos concomitantes.

2.3. Parametros de funcion renal

- Calculo de la TFG mediante las ecuaciones CG, MDRD-4 IDMS (una version
abreviada de la férmula MDRD que emplea CrS estandarizada) y CKD-EPI:

CG

- CICr (ml/min) = [(140-edad) x peso] x (0,85 si mujer) / CrS (mg/dl) x 72

- CICr corregido (ml/min/1,73 m?) = CICr x (SC/1,73 m?)

- CICr estimado (ml/min/1,73 m?) = CICr corregido x 0,84

* SC; superficie corporal

MDRD-4

- FG estimado (ml/min/1,73 m?) = 175 x (CrS) »*** x (edad)®*® x 0,742 (si
mujer) x 1,21 (si raza negra)

CKD-EPI

- TFG= 141 x min (CrS/k,1)* x max (CrS/k,1)** x 0.993 edad x 1.018 [si

mujer] x 1.159 [si raza negra].
Donde k tiene el valor de 0.7 para mujeres y de 0.9 para hombres, a es -0.329 para
mujeres y -0.411 para hombres, min indica el menor valor de entre el cociente Crs/k 6 1,

y max indica el mayor valor de entre Crs/k 6 1.

- Célculo del cociente Proteinas / Creatinina (mg/g) en orina (Pr/Cr).
- Calculo de la RTF mediante la férmula:

RTF = 1 — EF (POy); siendo EF (PO4)= (PO4u) x (Crp) / (PO4p) x (Cru).
- Calculo del transporte tubular maximo de fosfato (TmPQ,) ajustado por la TFG,
gue expresa mejor la capacidad del tubulo para reabsorber fosfato, mediante la
formula:

(TmPO4/TFG) = RTF x POyp; o también, PO4p — (PO4u x Crp / Cru)
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- Calculo de la excrecion total de fosfatos (ETF) mediante la formula:
ETF= PO,u x Volumen orina
- Calculo de la EF de acido urico mediante la formula:

EFau = ([AUu] x [Crp] x 100) / ([AUp] x [Cru])

2.4. Definiciones de alteracidon glomerular y tubular

Se definid alteracidn de la funcién glomerular cuando:
- CrS >1,5 mg/dL.
- CICr <60 mL/min/1,73m?.
- Pr/Cr orina >150mg/g.
Se definio alteracion de la funcion tubular en base a:
- Excrecion urinaria de Bomicroglobulina >1mg/24h.
- Tasa de reabsorcion tubular de fosfato (RTF) <0,82.
- Tasa maxima de reabsorcion tubular renal de fosfatos/TFG (TmPO,4/TFG) <2,5.
- Excrecidn total de fosfato (ETF) >1200mg/dia.

- Excrecidn fraccionada de acido urico (EFau) >15%.

2.5. Validacion del método para la cuantificacion de TDF

Compuestos Quimicos utilizados: |a sustancia pura de TDF y la dideoxiuridina (ddx,
estandar interno —SI-) se obtuvo de SIGMA Aldrich. El acetonitrilo, el acido acético vy el

amoniaco (NH3) se obtuvieron de Merck (Darmstadt, Germany), y el 4acido
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trifluoroacético (TFA) de SIGMA Aldrich. El plasma blanco de donantes sanos procedia

del Banco de Sangre de la Comunidad de Madrid.

Condiciones Cromatograficas y Espectrométricas: los analisis se llevaron a cabo con
un sistema HPLC Serie 1200 de Agilent Technologies acoplado a un espectrémetro de
masas de la misma casa comercial. El sistema consistia en un desgasificador G1379,
una bomba binaria G1312A, un autoinyector G1329A, un termostato para la columna
G1316A y un detector de masas G6410B Triple Quad MS/MS. La separacion
cromatografica se realizé con una columna ACE 5um C18-PFP (100 mm x 2,1 mm de
didmetro interno, de SIGMA Aldrich) a 202C. La fase movil consistia en agua con 1% de
acido acético y 3% de acetonitrilo ajustada a un pH de 2,5. La elucidén de las muestras
inyectadas se realizé a un flujo de 0.2 mL/min. Los experimentos se llevaron a cabo
usando la fuente de lonizacion mediante Electrospray (ESI), en modo ién positivo. El
tiempo de retencién (TR), iones precursores y producto, voltaje del fragmentador y
energia de colision fueron optimizados para el TDF y ddx. Los datos se procesaron

usando el software Agilent MassHunter Workstation 2007.

Preparacion de Soluciones Madre, calibradores y controles: las soluciones madre se
prepararon en 100% agua grado HPLC para TDF y 100% Metanol para ddx, para
obtener una concentracién final de 1 mg/mL. Ambas soluciones se conservaron
refrigeradas a 42C. Las soluciones de calibracion se prepararon por dilucién de la
solucion madre de TDF en plasma blanco para obtener un rango de concentraciones de
10 a 5000 ng/mL. Los controles se prepararon en plasma blanco a concentraciones de

25, 250y 2500 ng/mL y se conservaron alicuotas de los mismos a -20°C.
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Procesamiento de calibradores y controles: la extraccién del farmaco se basd en una
sencilla precipitaciéon de proteinas con 25 pL de TFA, 50 uL de Sl a una concentracion
de 2,5 pg/mL y 250 pL de las muestras de plasma. Después de agitar en un vortex
durante 30 segundos, las muestras se centrifugaron a 16000 x g, 15 minutos a 202C. A
continuacion, se transfirieron 150 pL del sobrenadante a un eppendorf con 20 uL de
NHs y tras agitar en vortex, se transfirido a los viales del autoinyector del equipo. El

volumen de inyeccién para la cuantificacion de TF fue de 5 pL.

Validacidon del método: el proceso de validacién se realizé de acuerdo con las normas
de la Agencia Europea de Evaluacién de Medicamentos (EMEA) para la Validacién de

Procedimientos Analiticos y se resume a continuacion:

Especificidad: se determind la capacidad del método para detectar
correctamente el analito en presencia de otros componentes del plasma u otros
farmacos presentes en el mismo que pudieran extraerse con el mismo método que el
analito.

Linealidad, limite de deteccion y limite de cuantificacion: para la curva de

calibrado se prepararon 8 niveles de calibracion desde 10 a 5000 ng/mL. Los
calibradores se prepararon y analizaron en tres series independientes y la curva de
calibracion se obtuvo mediante regresion lineal sin asignar mayor peso a ninguno de
los ejes. El limite de deteccion se definid como la concentracién que proporcionaba
una relacion sefial:ruido 3:1 y el limite de cuantificacion como aquella concentracién
cuya relacion sefial:ruido era 10:1. Para su determinacidn se prepararon soluciones de

TDF en plasma blanco a concentraciones desde 1 a 10 ng/mL.
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Precision: los ensayos de variabilidad intradia (reproducibilidad) e interdia
(repetibilidad) se llevaron a cabo realizando 3 extracciones de cada control y este
proceso se repitié 3 dias consecutivos. La precision normalmente se mide en términos
de coeficientes de variacidon (CV) para cada control (bajo, medio y alto). Una precision
aceptable para el nivel de concentracion bajo es del 20%. Con concentraciones mas

altas la precisién debe ser mayor.

Recuperacion: el porcentaje de recuperacion de TDF se determiné comparando
el area del pico de TDF obtenido tras extraccion a partir de plasma con la misma

concentracion de TDF preparada en fase movil sin realizar extraccion.

2.6.Analisis de muestras clinicas

Para la cuantificacién de niveles plasmaticos se empled la misma muestra de plasma
que se utiliza para la cuantificacidon de la carga viral del VIH y que sigue el siguiente
procesamiento: las muestras de sangre se extrajeron en tubos Vacutainer con acido
etilendiaminotetracético (EDTA) a primera hora de la manana. La separacion del
plasma de la sangre total se realizd seguidamente después de la extraccion de sangre,
dejando pasar un maximo de 1 hora para evitar la hemdlisis de los gldbulos rojos, por
centrifugacién a 2.000 rpm durante 30 minutos. El plasma obtenido se conservo a -
20°C hasta su uso. Los parametros farmacocinéticos empleados para la cuantificacion
de TFV y el resto de ARV fueron la Ciyn Y Cvale respectivamente. La cuantificacion de

niveles plasmaticos de TFV se llevd a cabo mediante el método desarrollado y validado
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de HPLC-MS/MS y el resto de ARVs se cuantificaron mediante un método de HPLC

acoplado a detector ultravioleta (HPLC-UV), ya validado en nuestro laboratorio.

Las concentraciones de TDF se cuantificaron por extrapolacién del area del pico de TDF
de cada muestra en una recta de calibracidn concentracidn-area de muestras de
concentraciones conocidas de TDF de 10 a 5000 ng/mL. En cada analisis se procesaron
ademads, una muestra blanco y tres controles de concentraciones 25, 250 y 2500 ng/mL

para controlar la calidad analitica de la técnica.

2.7. Analisis genéticos

Para los estudios genéticos se solicitd el consentimiento informado al paciente, para
participar en el estudio, en la visita a consulta programada. Los datos se registraron en
una base de datos con acceso restringido a los investigadores. Los datos personales
que pudieran identificar al paciente no figuran en la base (se realizé una disociacion de
los datos, en cumplimiento de la ley de proteccidn de datos de caracter personal)

Las muestras para los analisis genéticos se obtuvieron del espécimen que se emplea
para realizar el hemograma, en la visita que le corresponda al paciente en su
seguimiento habitual.

Se seleccionaron distintos SNPs en genes que codifican para proteinas de transporte
de tenofovir y para el transportador de fosfato a nivel renal NPT2a con frecuencias
alélicas > 0,05% en poblacion Caucasica, utilizando la base de datos genéticos del
Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica (NCBI). La frecuencia alélica y la
localizacion de cada uno de ellos dentro del gen se describe en la Tabla 3. Se

identificaron tag SNPs (SNPs marcadores) empleando la base de datos HapMap
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(Phaselll, public release#2, 2009, http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/) y se construyeron

haplotipos con los tag-SNP seleccionados.

ABCC2 (MRP2)

rs2273697 1249G->A 0,757, 0,243

rs3740066 3972C->T 0,658, 0,342

ABCC4 (MRP4)

rs3742106 4131T->G 0,527,0,473

rs1045642 3435C>T 0,571, 0,429

rs2032582 2677G>T/A 0,531, 0,469

rs4149170 453G->A 0,932, 0,068

rs4149172 Intrén T->C 0,748, 0,252

rs3017670 Intron G>A 0,845, 0,155

SLC22A11 (OATA4)

SLC34A1 (NPT2a)

rs3812036 Intrén C>T 0,726, 0,274

Tabla 3. SNPs seleccionados en determinados genes que codifican para proteinas de

transporte. Localizacién y frecuencia alélica.
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La extraccién del ADN celular se realizé a partir de sangre periférica utilizando los
reactivos y protocolos de QlAamp ADN Blood Mini Kit (Qiagen).

El andlisis genotipico se realizéd por técnicas de PCR cuantitativa a tiempo real de
discriminaciéon alélica con sondas TaqMan® (Applied Biosystems) siguiendo los
protocolos establecidos por el fabricante. Brevemente, la mezcla para la reaccién de
PCR contenia 12.5 plL TaqMan® genotyping Master Mix + 0.625 40X Assay Mix
(cebadores + sondas) + 9,9 ul H20 + 2 uL ADN (equivalente a 1-20 ng ADN) por

muestra. Las condiciones de la reaccion de PCR fueron:

Desnaturalizacion Hibridacion / Elongacién

Inicio
40 CICLOS

10 min 952C 15 seg 92°C 1 min 602C

Tabla 4. Condiciones de la reaccion de PCR.

2.8. Analisis estadisticos

Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa SPSS versién 13 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, EEUU). En todos los casos, se considerd estadisticamente significativo
valores de “p” inferiores a 0,05.

Las principales caracteristicas de la poblacién de estudio y los diferentes parametros
evaluados se expresaron en valores absolutos y porcentajes en el caso de variables
cualitativas, y en mediana y rango intercuartilico (IQR) en el caso de variables
cuantitativas. En todos los estudios se comprobd la normalidad en la distribucién de
las diferentes variables cuantitativas mediante el test de Kolmogorov-Smirnov. Las

diferencias entre los grupos de estudio se analizaron mediante un test exacto de Fisher

o una Chi cuadrado (x?) para variables cualitativas y mediante el test T de Student o el
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test U de Mann-Whitney para variables cuantitativas, en funcion de si se trataba de
una variable con distribucion normal o no, respectivamente. Las curvas ROC (Receiver
Operating Characteristic) se utilizaron para calcular los valores de sensibilidad y
especificidad para la Cin TFV relacionados con alteracion renal. Para los analisis
multivariantes se utilizaron regresiones logisticas binarias en el caso de que la variable
de interés fuese cualitativa y regresiones lineales en el caso de que la variable de
interés fuese cuantitativa. Todas aquellas variables que en los andlisis bivariantes
guedaron con valor de p < 0,2 fueron incluidas en el analisis multivariante modo step
backward. Los haplotipos se construyeron mediante el programa PHASE version2.1
gue emplea algoritmos matematicos para la reconstrucciéon de haplotipos a partir de

datos genotipicos (Stephens M. et al. 2001; Stephens M. et al. 2003).

2.9. Almacenamiento de las muestras biologicas

Las muestras se encuentran almacenadas como coleccidn en el HCIll y se ha registrado
la coleccion en el Registro Nacional de Biobancos en cumplimiento del Real Decreto
1716/2011, de 18 de noviembre, por el que se establecen los requisitos basicos de
autorizacion y funcionamiento de los biobancos con fines de investigacién biomédica y

del tratamiento de las muestras bioldgicas de origen humano.
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1. Método para cuantificacion de Tenofovir en plasma

1.1 Optimizacidon de las condiciones cromatograficas y espectrométricas.

Se optimizaron los parametros tiempo de retencién (TR), lones precursores y producto
(m/z), Voltaje de fragmentador (V) y Energia de colision (eV) para TDF y ddx, que se

resumen en la Tabla 5. La duracion de cada andlisis de cuantificacion fue de 10

minutos.
Compuesto TR (min) Precursor > Producto (m/z) Vv eV
TDF 2,6 288 > 176 135 20
ddx 6,3 231,1>135,1 100 10

Tabla 5. Tiempo de retencién, iones precursores y producto, voltaje del fragmentador y

energia de colision de TDF y ddx.

1.2 Validacion del método

Especificidad
Los componentes del plasma u otros antirretrovirales no interfirieron con el pico del
analito a cuantificar ya que las posibles interferencias que aparecieron tenian una
abundancia despreciable respecto a la observada para el pico de TDF. La Figura 14
representa un cromatograma de plasma blanco y otro de plasma con tenofovir. Nétese
que para el Tenofovir la abundancia es de 10" mientras que en el blanco, el pico que

aparece tiene una abundancia de 10"
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+ Mi u (2380 > 176.0) 14abnl19.d
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.
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Figura 14. Cromatograma de plasma blanco y de plasma con TDF. En abscisas se representa
el tiempo de retencidn y en ordenadas la abundancia del compuesto. (*Abundancia del pico de

TFV 10” frente a 10 para el pico en el blanco).

Linealidad, limite de deteccion y limite de cuantificacion

El ensayo demostrd una excelente linealidad en el rango de concentraciones

estudiadas con un coeficiente de regresién de r’= 0.999. La Figura 15 muestra la curva

de calibrado para TDF. El limite de deteccion fue 10 ng/mL y el de cuantificacion 25

ng/mL.
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Figura 15. Curva de calibrado de Tenofovir. r’= 0.999
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Precision
Los coeficientes de variacidn para los anadlisis intradia e interdia presentaron unos
valores desde 4,6 a 7,1y 6,34 a 7,12 respectivamente. Estos valores de precisidon son
aceptables ya que son inferiores al 20% admitido segun las guias de validacion de
procedimientos analiticos.

Recuperacion
Las areas obtenidas de los 3 controles analizados se compararon con las areas
obtenidas usando la misma concentracion en fase movil por triplicado. El porcentaje

de recuperacién de tenofovir fue 68,13 (CV 4,2) (Tabla 6).

Controles Precision Intradia (%CV) | Precision Interdia (%CV) | % de Recuperacion
C25ng/mL 7,01 10,2 65,7
€250 ng/mL 6,5 7,12 68,2
C 2500 ng/mL 4,6 6,5 70,5

Tabla 6. Precision intradia e interdia y porcentaje de recuperacion.

El tiempo total de analisis por muestra, teniendo en cuenta la preparacién, extraccién

y cuantificacién fue de 30 minutos.
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2. Estudio 2: Diferencias en la funcion renal entre pacientes
con y sin tratamiento que incluye tenofovir y estudio del

impacto de los niveles plasmaticos de tenofovir.

2.1 Caracteristicas de la poblacion de estudio.

Se incluyeron 98 pacientes VIH positivos en tratamiento con TDF (grupo TDF) y 35
pacientes en tratamiento ARV que no incluia TDF como parte de la terapia (grupo
control). Las caracteristicas de los pacientes antes de iniciar TDF o antes de iniciar el
otro TAR se resumen en la tabla 7. No hubo diferencias en cuanto a las caracteristicas
demograficas (edad, sexo, raza, IMC), tiempo en tratamiento, existencia de otras
comorbilidades como HTA o diabetes, medicaciéon nefrotdoxica concomitante,
porcentaje de pacientes en tratamiento con IP/r o ITINAN como tercer farmaco y
estatus de la infeccion por VIH. Sin embargo, en el grupo de TDF el porcentaje de
pacientes coinfectados con hepatitis B o C fue significativamente mayor que en el
grupo control (35% vs 6%, p<0,001), y un 8% de los coinfectados con el virus C recibian

Ribavirina (RBV) como parte del régimen para el tratamiento de la HCV.
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Caracteristicas de los pacientes Grupo TDF Grupo Control
Edad (afios) 43 (37,5-47) 39 (32-46)
Sexo masculino, n (%) 86 (87,75) 31 (94)
Raza Caucasica, n (%) 90 (91,83) 28 (85)

IMC 23,7 (21,4-26,4) 24 (22,7-28,4)
Coinfectado VHC y/o VHB, n (%) 34 (35) 2 (6)
Otras enfermedades (HTA, Diabetes), n(%) 24 (25) 11 (31)

Carga viral VIH, log (copias/mL)

3,29 (1,69-4,46)

4,54 (3,8-4,7)

Pacientes con CV VIH indetectable (log CV <1,7)

39%

26%

Pacientes pretratados, n (%)

83 (83)

21 (60)

Recuento de CD4 (células/pL)

336 (212-515,5)

321,5 (177-396)

Mediana de tiempo en tratamiento (meses) 34 (9-47) 34 (8-54)
Tratamiento con IP concomitante, n (%) 58 (59) 18 (51)
Tratamiento con ITINAN concomitante, n (%) 40 (41) 14 (40)
Medicacidn nefrotéxica concomitante 13 (13) 4(11)
Cr sangre (mg/dL) 0,90 (0,8-1,10) 0,90 (0,8-1)

Cr orina (mg/dL)

102 (72-180)

103 (75-102)

Aclaramiento de creatinina estimado (mL/min/1,73m")

135 (97-167)

112 (81-164)

% de pacientes con CICr<60 mL/min/1,73m’

0%

0%

Tabla 7. Caracteristicas de los 98 pacientes incluidos en el estudio.

2.2 Evaluacion de la funcion renal.

En el momento del estudio, un 82% de pacientes en el grupo de TDF y un 84% de
pacientes del grupo control tenian CV indetectable (<1,7 log). El recuento de CD4

(células/pL) fue de 464 (313-673) en el grupo de TDF y 442 (342-663) en el grupo

control.

La funcion renal se evalud en base a criterios de funcionalidad glomerular y tubular.

(Tabla 8). No hubo diferencias entre los grupos en cuanto a la funcién glomerular, el
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6% de los pacientes presentaron CICr<60mL/min/1,73m? estimada mediante la
ecuacion MDRD-4, y ninguno presentd valores de CrS>1,5mg/dL. En cuanto a la
funcién tubular, el 61% de los pacientes del grupo de TDF presentd algun pardmetro

de funcién tubular alterado, frente a un 24% en el grupo control (p=0,003).

Parametros de funcion glomerular Grupo TDF (N=98) Grupo Control (N=35) p
Cr sangre (mg/dL) 0,90 (0,8-1,02) 0,90 (0,8-1,03) -
Cr orina (mg/dL) 109,20 (76,5-141,3) 91,6 (58,8-119,7)) -
cIcr (mL/min/1,73m’) — MDRD-4 116 (93-145) 118 (102-139) -
CICr alterado (%) 6% 6% -
Pr/Cr orina (mg/g) 9,9 10 -
Pr/Cr orina alterado (%) 0% 0% -

Parametros de funcion tubular

RTF Alterada (%) 41% 19% 0,043
TmPO4 Alterado (%) 31% 20% -
ETF Alterada (%) 22% 15% -
B2microglobulina Alterada (%) 17% 0% 0,016
EFac Alterada (%) 7% 1% -

Tabla 8. Parametros de funcién glomerular y funcién tubular. Se consideran valores alterados:
RTF<82%; CICr<60mL/min/1,73m% Pr/Cr>150mg/g; TmPO,./TGF<2,5; ETF>1200mg/dia;

B.microglobulina >1 mg/dia; Efau >15%.

En todos los casos, en el grupo de TDF el porcentaje de pacientes con parametros

renales tubulares alterados fue mayor que en el grupo control, aunque la diferencia
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fue estadisticamente significativa sélo para la RTF y la B,microglobulina (41% vs 19%,

p=0,045y 17% vs 0%, p=0,016, respectivamente).

Atendiendo al niumero de parametros alterados, el grupo de TDF presentaba mayor
numero de pardmetros alterados que el grupo control. Un 27% de los pacientes tenian
al menos 1 pardmetro alterado, un 19% tenian dos, un 14% tenian tres, sélo un 1%
tenian cuatro y ningln paciente presentd los 5 parametros de estudio alterados

(Figura 16).

76

E Grupo Control
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Numero de parametros tubulares alterados

Figura 16. Porcentaje de pacientes en el grupo de TDF (barras naranjas) y en el grupo control

(barras azules) clasificados segun el nimero de parametros de funcion tubular alterados.

2.3 Asociacion entre niveles de plasmaticos de tenofovir y funcion renal.

La mediana de la Cy,n TFV en la poblacion de estudio fue de 113,5 (83-176,25) ng/mL.
Aquellos pacientes que presentaron alteracién en la excreciéon de B,microglobulina

tenian niveles de TFV mas elevados comparado con los pacientes con B,microglobulina
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normal (190 ng/mL (106-223) vs 107,5 ng/mL (81-158), p=0,001) (Figura 17). Asi
mismo, aquellos pacientes con la RTF alterada tenian niveles de TFV significativamente
mayores que los pacientes con RTF normal, 142 ng/mL (101,5-182) vs 94,5 ng/mL (75-

143,5), respectivamente, (p=0,028) (Figura 18).
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Figura 17. Concentraciéon plasmdtica de TFV (Cyn) en pacientes con niveles de
B,microglobulina normal o alterados.
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Figura 18. Concentracion plasmatica de TFV (Cy,n) en pacientes con reabsorcién tubular de

fosfatos (RTF) normal o alterada.

Para el resto de parametros no se observaron diferencias estadisticamente

significativas en los niveles de TFV en funcidn de si estos pardmetros eran normales o

estaban alterados. (Tabla 9).

RTF

I
alterada

Parametros de funcién renal TFV (C121) p
TMPO,/TFG A'\lltoer:;‘j(') 12411?56((974%_715?%9) 0,20
€Te Alterado 113 (61176 08
cFac Alterado 135 (54208 05
cir Alterado ‘135 (06238 08

Tabla 9. Niveles de TFV (C1,,) en funcidn de si los parametros renales evaluados eran normales

o estaban alterados. Se consideran valores alterados: TmPO,/TGF <2,5; ETF >1200 mg/dia;

Efau >15%, CICr <60 mL/min/1,73m>
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Se determind el mejor punto de corte (cut-off) para Ci,n TFV que discriminaba entre
tener alteracidn renal o no, definida por la presencia de B,microglobulina alterada o
bien por la presencia RTF alterada. El mejor punto de corte para Cy, TFV que
discriminaba para B,microglobulina alterada fue el de 140 ng/mL, con un 64% de
sensibilidad y un 72% de especificidad, drea bajo la curva=0,723, p=0,009. Para la RTF,
el mejor punto de corte para Cipn TFV fue el de 133,5 ng/mL, con un 58% de

sensibilidad y un 73% de especificidad, area bajo la curva=0,649, p=0,018 (Figura 19).
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Figura 19. Curva ROC con los valores de sensibilidad y especificidad para cada posible punto

de corte de Ci,, TFV para predecir B2microglobulina alterada (A) y RTF alterada (B). ABC:

Area bajo la curva.

Empleando el punto de corte de 133,5 ng/mL también para B,microglobulina, por ser
mas restrictivo, los valores de sensibilidad y especificidad fueron de 64% y 67%,

respectivamente, p=0,004.
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2.4 Impacto de farmacos antirretrovirales concomitantes sobre los

niveles de tenofovir.

De los 98 pacientes incluidos en el estudio, un 59 % recibian IP de forma concomitante
(27 ATV, 13 LPV, 6 FOS, 5 TPV, 5 SQV y 2 DRV) y un 41% ITINAN (22 EFV, 18 NVP).
Todos los IP estaban potenciados con RTV (IP/r) excepto 7 pacientes que tomaban ATV
sin potenciar.

Teniendo en cuenta que la magnitud del efecto de los IP sin RTV sobre los niveles de
TFV es similar a la de los ITINAN, se agrupo a los pacientes en funcion de si tomaban
ITINAN o IP sin RTV o bien IP/r. La Cy,n de TFV fue 105,5 (82,25-135) ng/mL vs 131 (81-

194) ng/mL, respectivamente (p=0,09) (Figura 20)..
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Figura 20. Niveles de TFV (Cy,) en funcién de si los pacientes tomaban ITINAN o IP sin RTV
frente a IP/r. ITINAN: Inhibidores de la Transcriptasa Inversa No analogos de Nucleésido; IP:

Inhibidores de Proteasa; RTV: Ritonavir; IP/r: Inhibidores de Proteasa potenciados con RTV.
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Se evalud la contribucién de cada IP/r en el aumento de la Cy,, de TFV. La Cqy, de TFV
fue mayor en aquellos que recibian de forma concomitante ATV, LPV y DRV frente al

resto de IP/r; 142 (86-212) vs 105 (81-135), respectivamente (p=0,01) (Figura 21).
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Figura 21. Nivel de TFV (C1,) en funcién del tipo de IP/r concomitante y en comparacion con
el obtenido con ITINAN o IP sin ritonavir. ATV: atazanavir; LPV: lopinavir; FOS: fosamprenavir;
DRV: darunavir; TPV: tipranavir; SQV: saquinavir; ITINAN: Inhibidores de la Transcriptasa

Inversa No analogos de Nucledsido; IP: Inhibidores de Proteasa.

Empleando el cut-off para Cyn TFV de 133,5 ng/mlL establecido en el apartado
anterior, se observo que el 48% de los pacientes que recibian IP/r tenian niveles de TFV
por encima del cut-off, mientras que en el grupo que recibia ITINAN o IP sin potenciar,

este porcentaje se reducia a un 27%, p=0,034 (Figura 22).
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Cun TFV (ng/ml)

] <133.5
B 1335

p=0,034

ITINAN o IP IP/r
Tratamiento concomitante

Figura 22. Porcentaje de pacientes con C;,, TFV mayor o menor de 133,5ng/mL en funcion de

si toman de forma concomitante IP/r frente a ITINAN o IP sin potenciar.

Se realizaron regresiones logisticas para evaluar las variables relacionadas con
presentar niveles de TFV superiores al cut-off establecido (TFV>133,5 ng/mL). Las
variables incluidas fueron: edad, sexo, raza, IMC, CV basal de VIH, nivel de CD4,
coinfeccién con los virus VHB y VHC, tratamiento concomitante con IP/r, farmacos
concomitantes nefrotéxicos y uso previo de ddl. De todas las variables incluidas, el
tratamiento concomitante con IP/r (OR: 4,16 1C95% [1,36-12,68], p=0,012) y el sexo
femenino (OR: 8,6 IC95% [1,48-50,01], p=0,017) se relacionaron independientemente
con niveles de TFV superiores al cut-off. Teniendo en cuenta el tipo de IP/r, el uso de
ATV, LPV o DRV, también se relaciond de forma independiente con presentar niveles

de TFV superiores al cut-ff, OR: 2,78 IC95% [1,14-6,8], p=0,025. (Tabla 10).
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Anadlisis Bivariante Analisis Multivariante
Ci1n TFV >133,5 ng/mL

OR (1C95%) p OR (1C95%) P

Edad (por afio) 1,03 [0,97-1,72] 0,31 - -
Sexo femenino 6,21 [1,56-24,75] 0,01 8,6 [1,48-50,01] 0,017
Raza caucasica 3,11 [0,69-13,92] 0,13 0,35 [0,07-1,67] 0,18

IMC 1,03 [0,89-1,18] 0,69 - -

Carga viral VIH, log (copias/mL) 0,95 [0,72-1,26] 0,73 - -
Nivel de CD4 (células/mL) 1,001 [1,000-1,003] 0,11 1,00 [0,99-1,001] 0,66

Coinfeccion VHC y/o VHB 1,03 [0,42-2,53] 0,94 - -
IP/r concomitante 2,48 [1,07-5,78] 0,035 4,16 [1,36-12,68] 0,012

Farmacos neurotoxicos 1,54 [0,51-4,68] 0,44 - -

Uso previo de ddl 1,22 [0,10-13,94] 0,87 - -

Tabla 10. Principales predictores de niveles de TFV superiores a 133,5 ng/mL.

2.5 Variables asociadas con alteracion renal

Se realizaron regresiones logisticas para evaluar las variables relacionadas con el
desarrollo de alteracion renal, definida por la presencia de RTF alterada. Las variables
que se incluyeron en el analisis fueron edad, sexo, IMC, CV basal de VIH, nivel de CD4,
coinfeccién con los virus VHC y VHB, otras enfermedades relevantes (HTA, diabetes),
tratamiento con IP/r concomitante, uso previo de ddl, farmacos concomitantes
nefrotoxicos, tiempo en tratamiento con TDF y niveles de TFV (cut-off de Cy,, TFV). Los
predictores independientes de presentar alteracion de la RTF en el anélisis
multivariante fueron: el nivel de TFV > 133,5ng/mL (OR 5,85 1C95% (1,97-17,53),
p=0,002) y el tiempo en tratamiento con TDF (OR 1,04 1C95% (1,007-1,065), p=0,017)

(Tabla 11).
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RTF alterada

Analisis Bivariante

Analisis Multivariante

OR (1C95%) p OR (1C95%) P
Edad (por afio) 1,05 [0,99-1,10] 0,072 0,79 [0,41-1,52] 0,48
Sexo femenino 0,80[0,21-2,97] 0,74 - -
IMC 0,97 [0,84-1,13] 0,74 - -
Carga viral VIH, log (copias/mL) 0,68 [0,50-0,94] 0,018 0,78 [0,54-1,13] 0,19

Nivel de CD4 (células/mL)

1,001 [1,00-1,003] 0,10

1,001 [1,00-1,003] | 0,086

Coinfeccion VHC y/o VHB 1,57 [0,62-3,95] 0,34 - -
HTA, Diabetes 2,76 [1,028-7,40] 0,044 1,58 [0,42-5,93] 0,49
IPs concomitante 1,32 [0,56-3,11] 0,52 - -
Uso previo de ddl 3,93 [0,34-45,08] 0,27 - -
Farmacos nefrotoxicos 7,32 [0,88-60,64] 0,17 0,24 [0,05-1,19] 0,085

Tiempo en tratamiento con TDF

1,03 [1,002-1,051] 0,032

1,04 [1,007-1,065] 0,017

C1on TFV >133,5 ng/mL

3,8 [1,54-9,37] 0,004

5,85 [1,97-17,53] 0,002

Tabla 11. Principales predictores de alteracion en la RTF.

Por ultimo, se analizé el impacto de la combinacion de factores clasicos relacionados
con alteracion renal (edad avanzada, sexo femenino, peso corporal bajo, HTA y
diabetes) y de niveles altos de TFV>133,5 ng/mL (cut-off establecido en este estudio)
sobre la RTF. Se consider6 edad avanzada un valor superior a 60 afos y peso corporal
bajo si el IMC era inferior a 21. Si considerdbamos la existencia de 2 o mas factores

para predecir alteracion renal, los valores predictivos positivo y negativo eran del 71%

y 73%, respectivamente (p<0,001) (Figura23).
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100% RTF
[ ] Normal
B Alterada
80%
P<0,001
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Numero de factores asociados con alteracion renal

Figura 23. Porcentaje y numero de pacientes con RTF alterada segin numero de factores
asociados con alteracion renal (edad>60), sexo femenino, peso corporal bajo (IMC<21), HTA,

diabetes y niveles de TFV>133,5 ng/mL.
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3. Resultados estudio 3: Estudio de la asociacion entre
polimorfismos genéticos, cambios en la funcion renal y

niveles en plasma de tenofovir.

3.1 Caracteristicas de la poblacidn de estudio.

Se incluyeron 96 pacientes en tratamiento con TDF. Se empled como criterio de
funcién renal la RTF y se definieron casos y controles en base a la presencia o no de
RTF alterada. Las caracteristicas de la poblacién de estudio se resumen en la tabla 12.
Un total de 39 pacientes (40%) tenian la funcion renal alterada, estimada por la RTF. La
mediana de tiempo en tratamiento con TDF fue de 34 (11-48) meses. No hubo
diferencias significativas en cuanto a sexo, raza, IMC, coinfeccidon con VHC y/o VHB ni
exposiciéon a IP entre los grupos. Sin embargo, en el grupo de pacientes con RTF
alterada, la mediana de edad, el tiempo en tratamiento con TDF y los niveles de TFV

fueron superiores que en el grupo de pacientes con RTF normal.
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Variables RTF normal RTF alterada p
N=57 N=39

Edad (afios) 41 (35-44) 46 (39-52) 0,04
Sexo masculino, n (%) 52 (88) 36 (87) 0,93
Raza Caucasica, n (%) 53 (90) 36 (87) 0,42
IMC 23,6 (21,3-26,6) | 22,6 (20,3-26,5) 0,22
Coinfectado VHC y/o VHB, n (%) 17 (30) 17 (43) 0,18
Otras enfermedades (HTA, Diabetes), n (%) 11 (19) 14 (35) 0,10
Carga viral VIH, log (copias/mL) 1,69 1,69 0,92
Recuento de CD4 (células/pL) 441 (297-612) 540 (349-782) 0,2

Mediana de tiempo en tratamiento (meses) 24 (6,5-44) 43 (8-54) 0,001
Tratamiento con IP/r concomitante, n (%) 30 (53) 16 (41) 0,29
TFV>133,5 (ng/mL), n (%) 14 (24) 23 (59) 0,001

Tabla 12. Caracteristicas de los 96 pacientes incluidos en el estudio.

3.2 Asociacion entre polimorfismos genéticos y cambios en la funcion
renal.

Se analizaron SNPs en los genes ABCC2, ABCC4, ABCB1, SLC22A6, SLC22A11 y SLC34A1.
En la Tabla 13 (Anexo 1) se describen las frecuencias genotipicas y alélicas entre los
casos y controles. Todos los SNPs estudiados se encontraban en equilibrio de Hardy-
Weinberg.

De todos los SNPs analizados, los SNPs rs899494, en el gen ABCC4, y rs3812036, en el
gen SLC34A1, mostraron asociacion con la RTF. De los pacientes con el genotipo CC en

el gen ABCC2-669, un 46% presentaban la RTF alterada frente a un 23% en los
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portadores de los genotipos CT o TT (p=0,053) (Figura 24). Asi mismo, de pacientes
portadores de al menos un alelo T (CT o TT) en el gen SLC34A1, un 54% tenian la RTF

alterada frente a un 30% en los portadores del genotipo CC (p=0,03) (Figura 25).

100% RTF

[ ] Normal
80% (| Alterada
60% p =0,053

40%

20%

0%
CC CTorTT
Genotipo ABCC4-669

Figura 24. Porcentaje de pacientes con la RTF normal o alterada segun el genotipo en ABCC4

(SNP rs899494).
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80,0% [ ] Normal
B Alterada
60,0% p =0,023

40,0%

20,0%

0,0%

CcC CToTT
Genotipo SLC34A1

Figura 25. Porcentaje de pacientes con la RTF normal o alterada segun el genotipo en SLC34A1

(SNP rs3812036).

94



RESULTADOS

3.3 Asociacion entre haplotipos genéticos y cambios en la funcidon renal.

Se construyeron haplotipos para ABCC2, ABCC4, ABCB1, SLC22A6 y SLC34A1
empleando distintos SNPs:

- para ABCC2: -24 (rs717620), 1249 (rs2273697) ,3563 (rs8187694) y 3972 (rs3740066);
- para ABCC4: 669 (rs899494), 3463 (rs1751034 y 4131 (rs3742106);

- para ABCB1: 3435 (rs1045642), 1236 (rs1128503) y 2677 (rs2032582);

- para SLC22A6: Intrones rs10897312, rs4149172, rs1156862 y rs3017670;

- para SLC34A1: Intrones rs3812036 y rs6420094.

La distribucién y frecuencia de los haplotipos en los casos y controles se muestra en la

tabla 14 (Anexo ).

De todos los haplotipos analizados, los haplotipos ABCC2-CGTC y SLC34A1-TT se
asociaron significativamente con alteraciéon de la RTF. Entre los pacientes con el
haplotipo ABCC2-CGTC, un 48% tenian la RTF alterada frente a un 28% en los
portadores de otro haplotipo (p=0,048). Asi mismo, entre los portadores del haplotipo
SLC34A1-TT, un 54% tenian la RTF alterada frente a un 28% en los portadores de otro

haplotipo (p=0,03) (Figuras 26 y 27).
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100,0% RTF
[ ] Normal
80,0% B Alterada
p =0,048
60,0%

40,0%

20,0%

0,0%

otros CGTC

Haplotipo ABCC2

Figura 26. Porcentaje de pacientes con la RTF normal o alterada en funcién de si son portadores

del haplotipo ABCC2-CGTC.
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0,0%
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Figura 27. Porcentaje de pacientes con la RTF normal o alterada en funcién de si son portadores

del haplotipo SLC34A1-TT.
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Se analiz6 la asociacién entre la presencia de los dos haplotipos antes sefialados y la
alteracion en la RTF. Entre los pacientes portadores de 1 haplotipo, un 46% tenian la RTF
alterada y entre los que presentaban los 2 haplotipos, el porcentaje aumentaba a un 68%.
La presencia de los dos haplotipos conjuntamente tuvo unos valores predictivo positivo y

negativo del 68% en ambos casos (p=0,006) (Figura 28).

100% RTF
[ ] Normal
80% B Alterada

60%

40%

20%

0%

0 1 2
NuUmero de haplotipos de riesao

Figura 28. Porcentaje de pacientes con RTF normal o alterada en funcién de si presentan alguno

de los haplotipos considerados de riesgo (Haplotipos SLC34A1-TT y ABCC2-CGTC).

3.4 Asociacion entre polimorfismos genéticos y niveles de TFV.

Se analizaron SNPs en los genes ABCC2, ABCC4, ABCB1, SLC22A6, SLC22A11 y SLC34A1.
En la Tabla 15 se describen las frecuencias genotipicas y alélicas en funcién de si los
pacientes presentaban niveles de TFV menores o mayores de 133,5 ng/mL (Anexo 1).

Todos los SNPs estudiados se encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg.
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De todos los polimorfismos estudiados, sélo el ABCB1-3435 (rs1045642) se asocid con
los niveles de TFV. Los pacientes con el genotipo CC tenian concentraciones de TFV
mas altas que los pacientes con los genotipos CT o TT. (143 [85-194] vs 118 [76-144]

ng/mL, respectivamente, p=0,028). (Figura 29).

300,00—

250,00 p=0,028

200,00

150,00

|2 —
|=

100,00

Concentracion de TFV (ng/mL)

50,00—

0,00—

I I
CToTT CcC

Genotipo ABCB1-3435

Figura 29. Nivel de TFV (Cyy) en funcién el genotipo CC o CT/TT en el gen ABCB1 (SNP
rs1045642).

Teniendo en cuenta el cut-off establecido para los niveles de TFV ng/mL en el estudio 2
(133,5 ng/mL), se observd que entre los pacientes portadores del genotipo CC, un 54%
tenian niveles superiores al cut-off de 133,5 ng/mL frente a un 30% en los pacientes

portadores del genotipo CT o TT, p=0,042 (Figura 30).
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100%
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Genotipo ABCB1-3435

Figura 30. Porcentaje de pacientes con Cy,, TFV mayor o menor de 133,5ng/mL en funcion del

genotipo CC o CT/TT en ABCB1 (rs1045642).

Se construyeron haplotipos para ABCB1 empleando los SNPs en las posiciones 1236
(rs1128503), 2677 (rs2032582) y 3435 (rs1045642). La distribucion y frecuencia de los
haplotipos en funcién de si los pacientes tenian niveles de TFV mayores o menores de
133,5 ng/mL se muestra en la tabla 16 (Anexo I).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos en
funcién de los haplotipos. De todos los analizados, se observéd que el haplotipo CGC
fue mas frecuente en el grupo de pacientes con niveles de TFV superiores a 133,5
ng/mL (OR (1C95%) 2,83 (0,92-8,66), p=0,063), mientras que el haplotipo CGT fue mas
frecuente en el grupo con niveles menores de 133,5 ng/ml (3,98 (0,82-19,37),

p=0,071).
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3.5 Factores que afectan a los niveles de TFV.

Para analizar el impacto de los polimorfismos sobre los niveles de TFV, se realizaron

regresiones logisticas incluyendo los polimorfismos genéticos en ABCB1 estudiados y

las variables ya relacionadas con presentar niveles de TFV superiores al cut-off de

133,5 ng/mL en el estudio 2. Las variables incluidas en el analisis multivariante fueron:

sexo, raza, nivel de CD4, tratamiento concomitante con IP/r, ser portador del haplotipo

ABCB1-CGC (de riesgo). De todas las variables incluidas, el tratamiento concomitante

con IP/r (OR: 3,29 1C95% [1,18-9,12], p=0,022), el sexo femenino (OR: 11,37 1C95%

[1,81-71,16], p=0,009) y ser portador del haplotipo ABCB1-CGC (OR: 6,69 (1,10-

40,853), p= 0,037), se relacionaron independientemente con niveles de TFV superiores

al cut-off (Tabla 17).

Cion TFV >133,5 ng/mL

Analisis Bivariante

Analisis Multivariante

OR (1C95%) p OR (1C95%) p
Edad (por afio) 1,29 [0,80-1,24] 0,28 - -
Sexo femenino 4,57 [1,08-19,22] 0,04 11,37 [1,81-71,16] 0,009
Raza caucasica 3,03 [0,67-13,74] 0,15 0,28[0,05-1,65] 0,16
IMC 0,97 [0,84-1,13] 0,77 - -
Carga viral VIH, log (copias/mL) 0,93 [0,71-1,30] 0,81 - -
Nivel de CD4 (células/mL) 0,99 [0,99-1,003] 0,30 - -
Coinfeccién VHC y/o VHB 1,11 [0,41-2,95] 0,83 - -
IP/r concomitante 2,66 [1,07-6,61] 0,034 3,29 [1,18-9,12] 0,022
Farmacos nefrotoxicos 1,20 [0,34-4,12] 0,78 - -
Uso previo de ddlI 1,24 [0,10-14,25] 0,83 - -
Haplotipo ABCB1-CGC 2,83 [0,93-8,66] 0,067 3,48 [0,98-12,26] 0,05

Tabla 17. Predictores de niveles de TFV superiores al cut-off de 133,5 ng/mL.
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3.6 Factores predictores de daio renal.

Se realizaron regresiones logisticas para evaluar las variables relacionadas con el
desarrollo de alteracién renal, definida por la presencia de RTF alterada, incluyendo las
variables encontradas en los estudios 2 y 3. Las variables que se incluyeron en el
analisis fueron: edad, sexo, IMC, CV basal de VIH, nivel de CD4, coinfeccién con los
virus VHC y VHB, otras enfermedades relevantes (HTA, diabetes), tratamiento con IP/r
concomitante, uso previo de ddl, farmacos concomitantes nefrotdxicos, tiempo en
tratamiento con TDF, niveles de TFV > 133,5 ng/mL y presencia de haplotipos de riesgo
(SLC34A1-TT y ABCC2-CGTC). Las variables relacionadas de forma independiente con la
RTF alterada fueron: el nivel de CD4 (OR:1,00 1C95% (1,002-1,004), p=0,0434), el
tiempo en tratamiento con TDF (OR: 1,04 1C95% [1,01-1,007], p=0,045), el nivel de
TFV>133,5 ng/mL (OR:9,68 1C95% (2,57-36,45), p=0,001), y la existencia de los
haplotipos de riesgo SLC34A1-TT y ABCC2-CGTC (OR:7,76 1C95% (1,62-37,06), p=0,010).

(Tabla 18).
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RTF alterada

Analisis Bivariante

Analisis Multivariante

OR (1C95%) p OR (1C95%) p
Edad (por afio) 1,07 [1,01-1,12] 0,013 0,98 [0,91-1,57] 0,567
Sexo femenino 1,05 [,30-3,5] 0,93 - -
IMC 0,94 [0,82-1,13] 0,41 - -
Carga viral VIH, log (copias/mL) 0,69 [0,51-0,94] 0,019 0,90 [0,56-1,44] 0,67
Nivel de CD4 (células/mL) 1,001 [1,00-1,003] 0,07 1,00 [1,002-1,004] 0,034
Coinfeccion VHC y/o VHB 1,84 [0,77-4,51] 0,17 3,13 [0,92-10,61] 0,067
HTA o Diabetes 2,19 [0,86-5,55] 0,099 2,58 [0,62-10,39] 0,19
IPs concomitante 1,60 [0,66-3,86] 0,29 - -
Uso previo de ddl 3,03 [0,26-34,08] 0,37 - -
Farmacos nefrotoxicos 1,17 [0,38-3,53] 0,78 - -
Tiempo en tratamiento con TDF 1,04 [1,014-1,06] 0,002 1,04 [1,01-1,007] 0,045
Cy,, TFV >133,5 ng/mL 4,52 [1,76-11,306] 0,002 9,68 [2,57-36,45] 0,001
2 Haplotipos de riesgo 4,46 [1,61-12,39] 0,004 7,76 [1,62-37,06] 0,010

Tabla 18. Principales predictores de |la RTF alterada. Haplotipos considerados de riesgo:

SLC34A1-TT y ABCC2-CGTC.

Por ultimo, se analizé el impacto de la combinacion de factores clasicos relacionados
con alteracion renal (edad avanzada, sexo femenino, peso corporal bajo, HTA y
diabetes), niveles de TFV>133,5 ng/mL y la presencia de los haplotipos de riesgo
establecidos en este objetivo, sobre el desarrollo de RTF alterada. Se considerd edad
avanzada un valor superior a 60 afios, peso corporal bajo si el IMC era inferior a 21y
presencia de los 2 haplotipos considerados de riesgo SLC34A1-TT y ABCC2-CGTC.

Cuando estaban presentes 2 o mas factores, los valores predictivos positivo y negativo

eran del 68% y 79%, respectivamente (p<0,001) (Figura 31).
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Figura 231. Porcentaje y nimero de pacientes con RTF alterada segin nimero de factores
asociados con alteracidn renal: clasicos (edad>60, sexo femenino, peso corporal bajo
(IMC<21), HTA y diabetes; niveles de TFV>133,5 ng/mL y presencia de los 2 haplotipos de

riesgo.

103






V1. DISCUSION



DISCUSION

La introduccion del TARGA como estandar de tratamiento de la infeccién por VIH ha
supuesto un cambio radical en el curso de la infeccion y en la evolucion de los
pacientes. El aumento de la esperanza de vida y la disminucién de la incidencia de las
infecciones clasicas oportunistas, ha da dado paso a la problematica de la toxicidad del
tratamiento antirretroviral y la emergencia de otras comorbilidades, como la
enfermedad renal, 6sea, hepatica o cardiovascular (Cotter A.G. et al., 2011; Neuhaus J.
et al., 2010; Schwartz E.J. et al, 2005).

Actualmente, Tenofovir es uno de los farmacos mas empleados como parte del TARGA,
tanto en primera linea como en pacientes pretratados, ya que combina excelentes
propiedades como son su potencia antiviral, tolerabilidad y dosificacion de una vez al
dia. Sin embargo, cada vez son mas los casos comunicados de pacientes en
tratamiento con tenofovir que presentan alteracion de la funcién renal, principalmente
de origen tubular (Haverkort M.E. et al., 2011; Peyrere H. et al., 2004; Rollot F. et al.,
2003; Vilches-Aparicio V.et al., 2010; Zaidan M. et al., 2013; Zimmerman AE. et al.,
2006). Por tanto, es necesario caracterizar los factores de riesgo asociados al
desarrollo de toxicidad renal para poder detectarla de forma temprana y prevenir
complicaciones futuras. Entre los factores relacionados con un aumento del riesgo de
nefrotoxicidad en pacientes tratados con TDF se encuentran aquellos factores

relacionados con la farmacocinética y la farmacogenética del TDF.

A continuacidn, se discuten los resultados obtenidos en relacién al papel que pueden

jugar las concentraciones plasmaticas y los factores genéticos del TDF en la alteracién

renal asociada al tratamiento con este farmaco.

106



DISCUSION

Cuantificacion de tenofovir en muestras de plasma de pacientes VIH.

Para la cuantificacién de los niveles plasmaticos de TFV en muestras de pacientes VIH
se desarrolld y validé un método de Cromatografia Liquida de Alta Resolucién con
deteccion espectrométrica de masas (HPLC-MS/MS). En lineas generales, los analisis
mediante el uso de la espectrometria de masas se caracterizan por alcanzar limites de
detecciéon del orden de femtomoles, lo que permite cuantificar las bajas
concentraciones de muchos farmacos empleados en clinica. Esta caracteristica supone
una ventaja respecto a otras técnicas empleadas en la cuantificacion de farmacos que
emplean deteccién UV (HPLC-UV), que a pesar de ser el método mas ampliamente
utilizado, no alcanza los limites de deteccidn de la espectrometria de masas ni es tan
especifico, especialmente para muestras complejas. La técnica desarrollada en el
presente trabajo presentd diversas ventajas respecto a las técnicas convencionales. En
primer lugar tiene una elevada sensibilidad, por lo que es posible detectar una
sustancia en presencia de otras similares. En segundo lugar, esta técnica requiere poco
volumen de muestra para la cuantificacién ya que emplea un volumen de inyeccién
menor. Asi en nuestra técnica, el volumen de inyeccién fue de 5uL, 10-20 veces menor
gue el volumen necesario para otras técnicas de HPLC-UV (Kandagal P.B., et al 2008;
Kou H. et al., 2012; Sentenac S. et al, 2003), por lo que el volumen de plasma requerido
para la cuantificacion también es menor. Y por ultimo, el procesamiento de las
muestras es rapido y sencillo, basado en una precipitaciéon de proteinas sin posterior
evaporacion al vacio de la muestra, lo que reduce el tiempo de procesamiento
respecto a otros métodos publicados de cuantificacion de TDF mediante HPLC-MS, que
requieren ambos pasos (D"Avolio A. et al., 2008; Gehrig A.K., et al, 2007; Nirogi et al.,
2008). La elucidon de las muestras se realizd en un tiempo total de 10 min en
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comparacion con las técnicas de HPLC-UV que suele ser de 15-30 minutos, y con un
flujo de fase mdvil menor (Kou H. et al., 2012; Sentenac S. et al, 2003). Ademas, la
técnica presentd una buena especificidad, no existieron interferencias analiticas con
otros antirretrovirales, un aspecto muy importante en este tipo de pacientes que
reciben terapia combinada. Estas caracteristicas facilitarian su implementacion en
otros laboratorios de cuantificacién de farmacos, ya que por su sencillez seria
facilmente reproducible. Por otro lado, estas ventajas analiticas conllevan también un
ahorro en solventes, material fungible y tiempo del personal de laboratorio, que

suponen un valor afadido para la utilizacion de esta técnica.

A pesar de las ventajas de este método, uno de sus inconvenientes principales es su
elevado coste de mantenimiento y la necesidad de una infraestructura suficiente para
albergar el equipo; por lo que desde un punto de vista practico, su implementacién
tendria sentido en un contexto de monitorizacién farmacolédgica global de los
pacientes VIH, incluyendo tanto la cuantificacion de TFV como la de otros ARV o
farmacos concomitantes incluidos en la terapia. Por otro lado, se ha demostrado que
la toxicidad asociada al uso de TDF es concentracion dependiente (Ezinga M. et al.,
2012; Haverkort M.E. et al., 2011; Rodriguez-Névoa S. et al., 2010), lo que apoyaria el
uso de la MCP de TFV para estudios farmacocinéticos relacionados con la funcién
renal. Sin embargo, hay que tener en cuenta que TDF se administra en forma de
profarmaco, por lo que la forma activa intracelular, TFV fosforilado, no es la que se
cuantificaria con la monitorizacién de las concentraciones plasmaticas. En este sentido,
existen datos que correlacionan los niveles plasmaticos de TFV con las concentraciones

intracelulares (Baheti G. et al.; 2011). A pesar de esto, existen otras limitaciones para la
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aplicacién de la MCP de TFV como son la variabilidad intraindividual, tanto en los
niveles como en el aclaramiento, mayor de un 30% (Baheti G. et al., 2011; Gagnieu
M.C. et al., 2008; Gerard L. et al., 2007;), la falta de un rango terapéutico definido para
TFV y de un cut-off establecido para la toxicidad renal.

En series de casos publicados de pacientes con alteracién renal en los que se midi6 la
concentracion en plasma de TFV, los niveles estaban por encima de la concentracién
esperada, de acuerdo con los estudios farmacocinéticos realizados en pacientes VIH;
por ejemplo: Cyin>100 ng/mL (Ezinga M. et al., 2012; Giacomet V. et al. 2013; Poizot-
Martin I. et al., 2013; Rodriguez-Ndvoa S. et al. 2010) 0 Ciax >1000 ng/mL (Peyriére H.
et al. 2004; Ter Heine R. et al. 2009) en comparacion con los valores definidos en la
ficha técnica, Cnin 64 ng/mL y Cnax 326 ng/mlL, respectivamente (Gilead Sciences,
2013). Sin embargo, en la practica clinica es habitual discontinuar el farmaco cuando se
detectan anomalias en los parametros renales para recuperar la funcionalidad renal
(Campbell L.J., et al. 2012; Peyriere H., et al. 2004; Wever K. et al., 2010; Zimmermann
A.E., et al. 2006). En este contexto, la cuantificacién de niveles de TFV seria util para
ajustar dosis, monitorizar la evolucién de los niveles y preservar la utilizacion del

farmaco.

Con estas premisas, el método desarrollado se empled en el siguiente objetivo para

cuantificar los niveles de TFV en muestras de plasma de pacientes VIH y estudiar su

asociacion con el desarrollo de toxicidad renal.
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Asociacion entre niveles plasmaticos de Tenofovir y alteracion renal.

La toxicidad renal asociada al uso de TDF es principalmente de origen tubular, por lo
tanto, los parametros normalmente empleados para monitorizar la funcion renal,
como la CrS o la TFG, que evaltuan la funcidn glomerular, pueden permanecer normales
en los primeros estadios en presencia de dano tubular subclinico. Asi, en la mayoria de
los estudios iniciales sobre seguridad renal de TDF o en estudios prospectivos
posteriores en los que se ha evaluado la funcién renal empleando la CrS o la TFG, la
prevalencia de alteracion renal fue de un 1-2% (Gallant J.E., et al., 2008; lzzedine H. et
al., 2007; Nelson M.R. et al., 2007). Sin embargo, otros estudios a largo plazo que han
incluido pardmetros de funcion tubular, han reportado prevalencias del 10-20 % (Calza
L. et al., 2013; Ezinga M. et al., 2012; Nishijima T., et al. 2013; Rodriguez-Névoa S. et al.

2010).

Debido a la falta de consenso para definir la existencia de alteracidon renal tubular, los
parametros analizados varian entre los diferentes estudios. Entre los parametros mas
empleados destacan: la evaluacion de la excrecion urinaria de fosfatos y acido urico, la
detecciéon de proteinas de bajo peso molecular como R2-microglobulina y al-
microglobulina en orina, y la deteccidn de glucosuria en ausencia de hiperglucemia. En
la mayoria de los estudios mencionados, definian la existencia de alteracion de la
funcién tubular cuando 2 o mas de los anteriores estan presentes, siendo alguno de
ellos un parametro caracteristico de Sindrome de Fanconi (glucosuria no diabética,

hiperfosfaturia o hiperaminoaciduria).
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En este estudio, evaluamos la funcién renal en base a criterios de funcionalidad
glomerular y tubular en un grupo de pacientes en tratamiento con TDF y lo
comparamos con un grupo control. Los resultados obtenidos concuerdan con los datos
de los estudios previamente mencionados, observando diferencias en la funciéon renal
entre los grupos soélo al evaluar parametros de funcién tubular. Las prevalencias de
alteracion tubular en el grupo de TDF fueron también similares a las descritas por otros
autores, alrededor de un 10-20% al considerar la existencia de mas de 2 parametros
tubulares alterados y de hasta el 30-60% al analizarlos de forma individiual (Fux C.A. et
al. 2007; Kinai E. et al., 2009; Rodriguez-Névoa S. et al. 2010).

En relacion al impacto de los niveles de TFV, los pacientes que presentaban valores
alterados en los parametros de funcidn tubular tenian niveles de TFV mas altos que los
pacientes con los pardmetros normales, de acuerdo con la hipdtesis existente de que
la toxicidad renal por TDF es concentracion dependiente (Ezinga M. et al., 2012; Poizot-
Martin I. et al. 2013; Rodriguez-Névoa S. et al. 2010; Ter Heine R. et al. 2009). La
diferencia en los niveles fue estadisticamente significativa para los parametros R2-
microglobulina y RTF. Ambos se han descrito como marcadores precoces de dafio
tubular (Fux C.A. et al., 2007; Gatanaga H., et al., 2006; Hall A.M., et al. 2009; Kinai E.
et al., 2005) y nuestros hallazgos concuerdan con la hipdtesis de que estos marcadores
son ademas especificos de alteracidn tubular asociada a TDF. En este estudio, el mejor
punto de corte de niveles de TFV que predice la alteracion de la RTF fue de 133,5

ng/mL.

No existe consenso sobre la concentracion plasmatica de TDF a partir de la cual se

pueden aparecer alteraciones de la funcion tubular renal. Estudios anteriores de
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asociacion entre niveles de TFV y alteracion renal han definido puntos de corte para el
nivel de TFV distintos a los encontrados en este trabajo (Poizot-Martin I. et al. 2013;
Rodriguez-Névoa S. et al. 2010). Esta discrepancia puede ser explicada por las
diferencias entre los estudios a nivel de las caracteristicas de los pacientes, del
tratamiento y de la metodologia analitica.

En primer lugar, ciertas caracteristicas de los pacientes pueden afectar tanto a la
farmacocinética del TFV como a la funcién renal, entre ellas, edad, sexo, peso corporal,
raza, coinfeccion con VHC y/o VHB, comorbilidades como HTA o diabetes. En nuestro
estudio contabamos con un 30% de pacientes coinfectados con hepatitis C y un 12%
con HTA, mientras que en otros previamente mencionados, los pacientes con factores
de riesgo relacionados con alteracién renal o con enfermedad renal existente no
estaban incluidos (Calcagno A., et al. 2013; Poizot-Martin |. et al. 2013). Si bien la
inclusion de pacientes con otros factores de riesgo podria enmascarar el papel del TDF
en la alteracién renal, la realidad es que los pacientes VIH son heterogéneos, la
coinfeccién con VHC ocurre hasta en un tercio de los pacientes y la existencia de otras
comorbilidades es muy habitual, por lo que nuestros datos reflejarian la realidad de la
practica clinica.

En segundo lugar, las caracteristicas del tratamiento y su duracion pueden afectar
tanto a los niveles de TFV como al impacto sobre la funcién renal, asi como la
medicacién concomitante nefrotdxica, interacciones con farmacos y alimentos, etc. En
el presente estudio, el tiempo en tratamiento con TDF fue similar al de otros estudios
gue han evaluado el impacto de las concentraciones de TFV sobre la funcién renal
(Calcagno A. et al. 2013; Poizot-Martin I. et al. 2013; Rodriguez-Ndvoa S. et al. 2010).

Respecto a la medicacién concomitante, un 54% de los pacientes recibian un IP y un
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13% otra clase de medicacion nefrotéxica. Los estudios farmacocinéticos han
demostrado que los IP potenciados aumentan las concentraciones plasmaticas de TFV,
alrededor de un 30%, y la asociacién TDF-IP/r se ha relacionado con diversos grados de
alteracion renal (Calcagno A. et al. 2013; Goicoechea M. et al. 2008; Mocroft A. et al.
2010). La magnitud de la interaccién varia entre los IP, siendo ATV/r y LPV/r los que
mas frecuentemente se han asociado con un aumento en la exposicion de TFV
(Kearney B.P., et al. 2006; Ryom L. et al., 2013; Young J., et al. 2012).

En nuestro estudio, ajustando por estos factores de variabilidad, sélo el sexo femenino
y el uso concomitante de IP/r se relacionaron de forma independiente en el analisis
multivariante con niveles de TFV superiores al cut-off de riesgo establecido. Entre los
distintos IP, los que se asociaron con un mayor aumento de la exposicion de TFV
fueron ATV/r, LPV/r y DRV/r. En relacién a la contribucion del DRV/r, el impacto sobre
las concentraciones de TFV tendria que ser evaluado en un mayor numero de
pacientes, ya que en este estudio sélo lo recibian de forma concomitante 2 de los 98
incluidos.

En tercer lugar, los aspectos técnicos de la cuantificacion de las concentraciones
plasmaticas de TFV pueden explicar la discrepancia encontrada con otros estudios. No
existe un método estandarizado por lo que los limites de deteccidon y rangos de
cuantificacién varian entre las distintas técnicas (D"Avolio A. et al., 2008; Poizot-Martin
I. et al. 2013). Ademas, debido a la prolongada vida media de eliminacién del TFV,
algunos estudios determinan la Cysn, como es el caso del estudio recientemente
publicado por Poizot-Martin et al., en el que relacionan un mayor grado de deterioro

renal con concentraciones de TFV>90 ng/mL. Sin embargo, en nuestro estudio
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determinamos la Cyy, de TFV, por lo que el cut-off es mayor, en concordancia con el
propuesto previamente por Rodriguez-Novoa et al., de 160 ng/mL.

Por ultimo, debido al disefio transversal de este estudio, sélo se realizdé una
determinacion de la concentracién plasmatica de TFV. Debido a la variabilidad
intraindividual en la exposicidon plasmatica de TFV, la determinacion de los parametros
renales y los niveles de TFV de forma prospectiva daria una idea mas precisa del
impacto de la interaccion, permitiendo incluso establecer una relaciéon causal para la

asociacion “TDF-alteracion tubular”.

Los resultados de este estudio apoyarian el uso de las concentraciones plasmaticas de
TFV como una herramienta mas en la evaluacion y seguimiento de la funcion renal en
los pacientes VIH. La MCP de TFV seria especialmente util en pacientes con otros
factores conocidos de riesgo y en concreto, en pacientes que reciben IP/r como tercer
farmaco en la terapia ARV.

Respecto al valor de la RTF como parametro para evaluar la funcién renal cabria
discutir:

- la hipofosfatemia en los pacientes VIH es frecuente y su etiologia es multifactorial
(Badiou S. et al., 2006; Buchacz K. et al., 2006; Day S.L., 2005), por lo que existe debate
sobre qué parametros serian los mas adecuados para evaluar la pérdida de fosfato y la
contribucién del TDF. Distintos estudios han mostrado que la RTF seria un marcador
apropiado de alteracion tubular asociada al uso de TDF (Hall A. Et al., 2009, Kinai E. et
al. 2009; Woodward C.L. et al. 2009). En nuestro estudio, el mayor porcentaje de
pacientes con RTF alterada en el grupo de TDF frente al grupo control apoyaria que

este parametro es especifico de TDF, y la elevada prevalencia respecto al resto
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indicaria que es un marcador sensible para la deteccién temprana de alteracién
tubular.

- existen otros marcadores especificos de dafio tubular temprano como las proteinas
de bajo peso molecular y enzimas de origen tubular, que se encuentran aumentadas
en orina en respuesta a una alteracién estructural de las células renales, y proteinas no
constitutivas de las células renales, cuya expresién se induce como respuesta a un
dafo. Se ha propuesto que el uso combinado de los distintos marcadores permitiria
predecir mejor el riesgo de desarrollo de toxicidad, asi como la localizacién y la
progresion. Entre éstos marcadores, la enzima tubular NAG vy las proteinas inducibles
NGAL o KIM se han relacionado con diversas patologias renales, y con toxicidad tubular
en pacientes VIH, pero no especificamente con el uso de TDF. En cuanto a las
proteinas de bajo peso molecular f2-microglobulina y RBP, diversos estudios las han
relacionado con toxicidad renal por TDF (Gatanaga H. et al., 2006; Kinai E. et al., 2005,
Papaleo A., et al. 2007; Post F.A. et al., 2010, Oboho | JAIDS 2013). Ambas proteinas se
han descrito como marcadores tempranos de proteinuria de origen tubular y su
presencia en orina reflejaria un defecto en la reabsorcién. La cuantificaciéon de la 32-
microglobulina en orina estd afectada por el pH y por la degradacidn debida a enzimas
proteoliticas, por lo que se prefiere la determinaciéon de la RBP (Campbell L.J. et al.
2012; Hall A. et al, 2009; Hall A. et al., 2011) que en este aspecto es mucho mas
robusta. Sin embargo, ninguna de las dos proteinas se determina de forma rutinaria en
los laboratorios de bioquimica, por lo que el empleo de la RTF como marcador tubular
resultaria mas sencillo y econdmico, ya que se calcula a partir de los datos de fosforo y

creatinina determinados en los analisis habituales en la practica clinica.
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Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, la deteccién de parametros tubulares
alterados de forma aislada seria indicativa de algun grado de disfuncién. Las
consecuencias a largo plazo de la disfuncion tubular, especialmente, de la repercusién
de la pérdida de fosfato sobre el hueso, justificaria el empleo de la RTF como un

parametro sensible para detectar disfuncién tubular de forma temprana.

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, la deteccidon de paramétros tubulares
alterados de forma aislada seria indicativa de algun grado de disfuncién, sin que tenga
porqué existir dafio tubular. Sin embargo, debido a la preocupacion por las
consecuencias a largo plazo de la disfuncion tubular, especialmente, de la repercusiéon
de la pérdida de fosfato sobre el hueso, el empleo de la RTF podria ser un parametro
sensible para detectar disfuncion tubular de forma temprana. La posible
sobreestimacion de pacientes con funcidn alterada estaria justificada por el beneficio
de detectar de forma temprana a pacientes de riesgo, a lo que habria que afadir el

bajo coste y la sencillez de su determinacion.
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Asociacion entre polimorfismos genéticos, niveles de tenofovir y
cambios en la funcién renal.

La mayoria de los estudios que han investigado la contribucion de factores genéticos
del huésped en el desarrollo nefrotoxicidad asociada a TDF, se han centrado en el
estudio de polimorfismos en las proteinas de transporte OATs, MPRs y P-gp. En
concreto, los polimorfismos en los genes que codifican para las proteinas MRP2, MPR4
y MRP7 (codificadas por los genes ABCC2, ABCC4 y ABCC10) son los que se han
asociado mas frecuentemente con disfunciéon tubular (Izzedine H. et al., 2006; Kiser
J.J. et al 2008; Pushpakon S.P. et al., 2010; Rodriguez-Novoa S. et al.,, 2009) y en
algunos casos, con mayor acumulacién de TFV en el interior de la célula tubular (Kiser
JJ. et al, 2008); sin embargo, no se han descrito estas asociaciones para
polimorfismos en los genes que codifican para OAT o P-gp. Hasta la fecha, este es el
primer estudio en el que ademas de estudiar polimorfismos en las proteinas de
transporte de TFV, se investiga el impacto de polimorfismos en el gen SLC34A1, que
codifica para el principal transportador de fosfato a nivel de la célula tubular renal, la

proteina NPT2a, y se evalta su impacto sobre la funcidn renal en pacientes VIH.

Respecto a las proteinas transportadoras de TFV, en nuestro estudio encontramos que
el genotipo CC en la posicién 669 de ABCC4 (MPR4) presentd una mayor prevalencia en
el grupo con alteracién de la RTF que en el grupo control; en linea con los datos del
estudio publicado por Izzedine et al en 2006, que asociaron este SNP con mayor riesgo
de tubulopatia. Las frecuencias alélicas en nuestro grupo control fueron similares a las
reportadas en poblacion general caucasica, lo que podria indicar que este SNP esta

asociado con alteracidn renal debida a TDF. Respecto a otros miembros de la misma
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familia, polimorfismos en MPR7 y en MRP2, se han relacionado con alteracion renal en
diversos estudios (lzzedine H. et al., 2006; Pushpakon S.P. et al., 2010; Rodriguez-
Novoa S. et al., 2009). Concretamente, el genotipo ABCC2 -24 CC y el alelo ABCC2-
1249 A, se han encontrado mdas frecuentemente en pacientes con disfuncion tubular
gue en pacientes con funcién normal (Giacomet V. et al. 2013; Izzedine H. et al., 2006;
Rodriguez-Novoa S. et al., 2009). Sin embargo, en nuestro estudio no encontramos tal
asociacion. Se ha demostrado que MRP4 es el principal transportador de TFV a nivel
apical, regulando la concentracion de TFV en el interior de la célula tubular (Imaoka T.
et al. 2007; Ray A.S. et al., 2006). Por el contrario, el papel de MRP2 en el transporte de
TFV no esta claro, y el mecanismo por el cual los polimorfismos en MPR2 influirian en
el desarrollo de la disfuncion tubular no estd bien esclarecido. Algunos autores han
sugerido que estos SNPs podrian modular la expresién y funcionalidad de MPR2
(Izzedine H. et al., 2006), mientras que otros autores sostienen que dichos SNP no
afectan a la funcionalidad de MPR2 (Hirouchi M. et al., 2004, Ray. A.S. et al. 2007).
Parece por tanto que los SNPs mds frecuentemente observados en MPR2 podrian un
papel indirecto, bien por afectar al transporte de otras sustancias que influirian en la
toxicidad de TFV o bien por encontrarse en desequilibrio de ligamiento con otros SNP
gue si estarian asociados directamente con la expresién de proteinas implicadas en el
trasporte de TFV (Nguyen T.D. et al., 2012, Nishijima T. et al., 2012; Ray A.S. et al.,
2006).

En relacion al papel de los haplotipos, en nuestro estudio encontramos que el
haplotipo ABCC2-CGTC fue mas frecuente en los pacientes con RTF alterada; mientras
gue el resto de haplotipos presentaron prevalencias menores en comparacion con el

grupo con RTF normal. Estos datos son similares a los encontrados en el estudio de
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Rodriguez S, et al, sin embargo, difieren de los publicados por lzzedine et al, que
postulaban que el haplotipo ABCC2-CATC se asocia con riesgo de desarrollo de
disfuncion tubular.

Las diferencias entre los distintos estudios pueden deberse a los disefos de los
mismos, al nUmero de pacientes incluidos, a las caracteristicas demograficas, al tiempo
de exposicion a TDF y al criterio empleado para definir la alteracion renal. En nuestro
estudio, definimos los casos en base a presentar la RTF alterada, mientras que otros
estudios emplean un mayor niumero de parametros para definir la alteracion tubular
(Pushpakon S.P. et al., 2010; Rodriguez-Novoa S. et al., 2009). Estos aspectos subrayan
la importancia de llegar a un consenso para definir el diagndstico clinico de la
disfuncion tubular.

Por otro lado, los pacientes del grupo con RTF alterada tenian mayor edad, mayor
tiempo en tratamiento y también niveles de TFV mas altos que el grupo control. Los
dos primeros factores, edad y tiempo en tratamiento, podrian enmascarar el
verdadero papel de los polimorfismos sobre la RTF, ya que son factores de riesgo
asociados con alteracion de la funcion renal. Sin embargo, el hecho de que los niveles
de TFV fueran mas altos en el grupo con RTF alterada que en el grupo control,
apoyaria la idea de que existe una correlacién entre los factores farmacogenéticos y
farmacocinéticos en relacién al desarrollo de la alteracion renal. En este estudio, no
encontramos asociacién entre polimorfismos en las proteinas de transporte a nivel
renal y los niveles de TFV, pero si entre la presencia del genotipo ABCB1-3435 CC, que
codifica para la proteina de transporte P-gp, y niveles de TFV superiores al cut-off de
133,5 ng/mL. Este polimorfismo se ha relacionado con una mayor exposicidon

plasmatica para otros farmacos (Fellay J. et al., 2002, Rodriguez-Novoa S. et al., 2006;
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Rodriguez-Novoa S. et al.,, 2007), pero hasta la fecha, no se habia encontrado
asociacion con los niveles de TFV.

Considerando estos datos, podriamos concluir que: el polimorfismo ABCB1-3435 CC
parece estar relacionado con una mayor exposicién plasmatica de TFV; por otro lado,
TFV podria acumularse en el interior celular consecuencia de un transporte defectivo
por parte de MPR4, debido a la presencia del polimorfismo ABCC4-669 CC, y esta

acumulacién podria ser la seria la responsable de la alteracion de la funcién renal.

En cuanto al papel de los polimorfismos en el transportador de fosfato NTP2a, en este
estudio se analizaron SNPs en el gen que codifica para esta proteina (SLC34A1). El alelo
rs3812036 C>T y el haplotipo TT, obtenido con la combinacion de los dos SNP
(rs381203 y rs6420094), fueron mas prevalentes en el grupo con RTF alterada que en
el grupo control. Este SNP se encuentra en una regién intronica del gen SLC34A1, y su
repercusion sobre la funcidn de la proteina no se ha determinado. La proteina NPT2a
media la reabsorcion de fésforo desde la orina al interior de la célula tubular y su
expresion esta regulada en funcidon de las necesidades del organismo para reabsorber
fosfato (Foster i. et al., 2006; Murer H., et al. 2003; Segawa H. et al., 2005). En modelos
animales en los que se ha bloqueado la expresion de NPT2a, los ratones exhibian
hipofosfatemia, hipercalciuria y deformaciones éseas (Beck L. et al., 1998). Uno de los
reguladores de la expresion de NPT2a es la PTH, que induce una regulacién a la baja,
provocando su internalizacion y degradacion, lo que conlleva la pérdida de fosfato en
orina (Traebert M. et al.,, 2000). El uso de TDF se ha relacionado con desarrollo de
hiperparatiroidismo secundario (Childs K.E., et al., 2010; Rosenvinge M.M., et al. 2010),

gue favoreceria la pérdida de fosfato en orina debido a un transporte defectivo por
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parte de NPT2a. Por otro lado, estudios en humanos han relacionado dos mutaciones
en el exdn 3 del gen que codifica para NPT2a, que resultan en un cambio de
aminoacido, relacionadas con hipofosfatemia y fosfaturia en pacientes con urolitiasis y
osteoporosis (Prié D. et al., 2002; Virkki L.V. et al., 2003).

En nuestro estudio, la mayor prevalencia del SNP rs3812036 C>T en los pacientes con
RTF alterada podria indicar que este polimorfismo esta implicado en una menor
capacidad para reabsorber fosforo.

Futuros estudios en los que se evalle la funcionalidad de este SNP asi como otros que
puedan afectar a la expresiéon y actividad de la proteina y/o sus reguladores,
proporcionarian informacion muy valiosa para esclarecer el complejo puzzle que
supone la regulacion de fosfato en el organismo, y concretamente, la relacion entre el

uso de TDF, la pérdida de fosfato y, en ultima instancia, la pérdida de masa dsea.

En conclusién, debido a naturaleza de la patologia renal en los pacientes tratados con
TDF, la evaluacion de la funcién tubular, empleando tanto parametros séricos como
urinarios, permitiria detectar de forma temprana los indicios de disfuncién tubular
antes de que exista dafo glomerular. Sin embargo, la mayoria de los marcadores
especificos de funcion tubular, como las proteinas de bajo peso molecular, las enzimas
tubulares o las proteinas especificamente inducibles, no se determinan de rutina en la
practica clinica. En este contexto, la determinacién de la RTF, la determinacion de las
concentraciones plasmaticas de TFV asi como el estudio de factores genéticos
permitiria detectar a aquellos pacientes que podrian beneficiarse de una

monitorizacién mas estrecha de la funcién renal para evitar.
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DISCUSION

El manejo de estos factores, junto con otros ya bien conocidos relacionados con el
desarrollo de nefrotoxicidad (demogréficos, infeccion por VIH per se, mediacidn
nefrotdxica, comorbilidades) permitirian una mejor individualizacién de la terapia y la
posibilidad de identificar a los pacientes con mayor riesgo de presentar alteraciéon de
la funcion renal que podrian beneficiarse de una discontinuacion temprana del

farmaco, antes de que sea evidente el dafio glomerular.

En este sentido, dado la reciente aprobacion de TDF para su uso en la terapia para la
Hepatits B, todo lo aprendido tras su uso prolongado como parte de la terapia VIH
debe tenerse en cuenta en el seguimiento de los pacientes en tratamiento para el VHB.
Y por ultimo hay que sefalar que ya se estd aplicando el estudio de los factores
farmacocinéticos y farmacogenéticos en el desarrollo clinico de medicamentos, lo que
proporcionard informacién muy valiosa sobre la eficacia y toxicidad, permitiendo una
mayor individualizacién de la terapia desde las primeras etapas, ademas de la
informacién derivada de su aplicacidn a posteriori en los estudios postcomercializacién

a largo plazo.
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CONCLUSIONES

1.

La técnica disefiada para la cuantificacion de niveles plasmaticos de
tenofovir fue sensible, especifica y reproducible, lo que apoyaria su
implantacion como herramienta para monitorizar los niveles de tenofovir
en pacientes seleccionados, con riesgo potencial de desarrollar alteraciones

renales u dseas.

Los pacientes en tratamiento con TDF presentan alteracion de los
parametros tubulares renales mas frecuentemente que los que no reciben
TDF como parte de la terapia, siendo la RTF uno de los parametros mas

frecuentemente alterado.

En base a la utilizacion del parametro “reabsorcién tubular de fosfatos
(RTF)”, los pacientes con niveles de TDF superiores a 133,5ng/mL tenian
mayor riesgo de presentar alteracién renal en comparacién con los
pacientes con niveles de TDF menores. Este riesgo se ve incrementado en

los pacientes que reciben de forma concomitante IP/r.

Polimorfismos en proteinas de transporte a nivel intestinal y renal afectan a
la farmacocinética del TFV y a la funcion renal. El polimorfismo CC en el gen
ABCB1 que codifica para la P-gp estd relacionado con una mayor exposiciéon
plasmatica de TFV; la presencia de ciertos haplotipos en genes que

codifican para las proteinas de transporte de TFV a nivel renal MRP2 y
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MRP4, y en el gen que codifica para el transportador de fosfato NPT2a,

estdn relacionados con la presencia de RTF alterada.

La consideraciéon de factores farmacocinéticos y farmacogenéticos
relacionados con el uso de TDF son factores importantes a tener en cuenta
para el seguimiento clinico de los pacientes VIH, ya que ayudarian en la

optimizacion de la terapia.
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ANEXO I. Tablas 13-16

Tabla 13. Frecuencias genotipicas y alélicas de los SNPs estudiados en los genes ABCC2, ABC(4,
ABCB1, SLC22A6, SLC22A11 y SLC34A1 en los pacientes con RTF normal o alterada.
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T->A, rs11231809 0,16
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Tabla 14. Distribucidn de los haplotipos ABCC2, ABCC4, ABCB1, SLC22A6 y SLC34A1 entre casos
y controles. Los datos se refieren a n (%) de haplotipos (el doble del nimero de pacientes ya
que 1 paciente tiene 2 haplotipos). Se muestran los valores de p, OR (CI95%) cuando la
diferencia en la distribucién de un haplotipo, frente a los demas, entre los dos grupos era

menor de 0,1.
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ABCC4 (MRP4)
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Tabla 15. Frecuencias genotipicas y alélicas de los SNPs estudiados en los genes ABCC2, ABCC4,
ABCB1, SLC22A6, SLC22A11 y SLC34A1 en los pacientes con niveles de TFV menores o mayores

de 133,5 ng/mL.
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T->A, rs11231809 0,89

| sen | omen |
scmwens

T 25 (26) 16 (28)

Tabla 16. Distribucion de los haplotipos ABCC2, ABCC4, ABCB1, SLC22A6 y SLC34A1 en funcidn
de si los pacientes tenian niveles de TFV menores o mayores de 133,5 ng/mL. Los datos se
refieren a n (%) de haplotipos (el doble del nimero de pacientes ya que 1 paciente tiene 2
haplotipos). Se muestran los valores de p, OR (CI95%) cuando la diferencia en la distribucién

de un haplotipo, frente a los demas, entre los dos grupos era menor de 0,1.
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Abstract: Tenofovir is currently one of the most widely used nucleoside reverse transcriptase
inhibitors in the treatment of human immunodeficiency virus (HIV) due to its good efficacy,
tolerability, and convenience as a once-daily dosage. It is a drug of choice both for first-line
therapy in naive and pretreated patients, along with two other active drugs as part of a highly
active antiretroviral therapy. Moreover, tenofovir can be used to treat hepatitis B virus-infected
patients as well as coinfected patients who meet criteria to be treated for HIV or hepatitis B
virus infection, and more recently some studies have supported its use as part of pre-exposure
prophylaxis. Although large clinical trials and postmarketing studies have shown a gentle renal
profile for tenofovir, some prospective cohort studies and case reports have raised concern
about renal damage and bone disorders associated with use of tenofovir in a small proportion
of patients, and apprehension lingers over its long-term usage. Renal toxicity from tenofovir
seems to be linked to tubular damage, so classical markers for monitoring renal function that
mainly assess glomerular function would not be advisable to detect early renal impairment.
Management of toxicity associated with tenofovir should be based on assessment of optimal
biomarkers for the detection and monitoring of renal disease.

Keywords: tenofovir, antiretroviral treatment, kidney, human immunodeficiency virus,
hepatitis B

Introduction

Tenofovir disoproxil fumarate (TDF), the first nucleotide analog approved for the treat-
ment of human immunodeficiency virus (HIV) infection, was introduced a decade ago
as part of the antiretroviral armamentarium. Since then, this drug has replaced most
nucleoside analogs as the backbone of many antiretroviral combination regimens in the
Western world, where lipoatrophy and other side effects of nucleoside analogs have
become the major drawback of this drug family. The coformulation of tenofovir with
emtricitabine (Truvada®) or with emtricitabine and efavirenz (Atripla®) as a single pill
to be taken once daily has further increased the popularity of this drug. Other attrac-
tive features of TDF are its potent antiviral activity when compared with abacavir in
subjects having high viral loads, its relatively high genetic barrier for resistance, and
its activity against hepatitis B virus, which makes the drug particularly attractive for
treatment of individuals coinfected with HIV and hepatitis B virus. However, wide-
spread use of the drug has allowed the recognition of some mild and long-term side
effects in a subset of patients with prolonged TDF exposure, mainly associated with
kidney tubular dysfunction and loss of bone density.
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management of HIV infection

Since the identification of HIV in 1983!2 and until the approval
of zidovudine in 1987, neither a cure nor long-term survival
was expected for persons infected with the virus. During
the years that followed, efforts were focused on developing
more and better compounds against the virus. The nucleoside
reverse transcriptase inhibitors, to which zidovudine belongs,
were soon complemented with other molecules, such as
didanosine, zalcitabine, stavudine, and lamivudine. However,
it was not until the introduction of the protease inhibitors in
1996 that the expectations of antiretroviral therapy experi-
enced a dramatic shift. Only then was it appreciated that triple
combination therapy could provide unprecedented control of
HIV replication, CD4 gain, and ultimately prolonged survival.
The combination of three drugs, ie, two nucleoside reverse
transcriptase inhibitors and one protease inhibitor or non-
nucleoside reverse transcriptase inhibitor (NNRTT) is known
as highly active antiretroviral therapy, and has become the
paradigm for antiretroviral treatment.

TDEF, a unique nucleotide analog and the first approved
to treat HIV infection, was introduced to the market in
2001. Moreover, further drug families directed to other
targets in the life cycle of the virus were developed, includ-
ing NNRTIs and, more recently, the entry inhibitors and
integrase inhibitors.

Nowadays, there are 25 drugs approved for the treatment
of HIV infection. Some of these drugs are coformulated
in combinations and allow once-daily dosage, thereby
simplifying therapy and improving compliance. TDF is
currently one of the most widely used nucleos(t)ide reverse
transcriptase inhibitors in the treatment of HIV infection due
to its excellent combination of good potency, tolerability,
and convenience as a once-daily dosage. TDF is marketed
either as a single agent (Viread®) or coformulated with
emtricitabine, or with emtricitabine + efavirenz, the latter
being the “gold standard” in patients initiating antiretrovi-
ral therapy. TDF + emtricitabine is also considered to be a
combination of choice when antiretroviral therapy is initi-
ated with a boosted protease inhibitor, and in patients with
good virological control in whom an alternative nucleoside
reverse transcriptase inhibitor has to be substituted to avoid
or reverse toxicity. More recently, TDF + raltegravir (the
first integrase inhibitor marketed) has been included as an
option for initial therapy because it is very effective in terms
of virological suppression and CD4 gain, as well as having
a good safety profile. In this review we summarize the most
relevant aspects of TDF use.

Pharmacology

TDF is the fumarate salt of the prodrug, tenofovir. Following
gastrointestinal absorption, tenofovir disoproxil undergoes
initial diester hydrolysis and is transformed into tenofovir,
a nucleotide analog of adenosine monophosphate, and sub-
sequently undergoes phosphorylation by cellular enzymes to
form the active compound, tenofovir diphosphate. Tenofovir
diphosphate inhibits HI'V reverse transcriptase by competing
with the natural substrate, deoxyadenosine 5’-triphosphate,
causing DNA chain termination. The in vitro anti-HIV 50%
inhibitory concentration (IC, ) is in the range of 1-6 uM.**

TDF has a low bioavailability of 25% in the fasted state.
Administration of TDF with a high-fat meal enhances its
bioavailability by 40%. Thus, it is recommended that TDF be
administered with food. After oral administration, tenofovir
is minimally bound to plasma proteins and distributed to
most tissues, with the highest concentrations occurring in the
kidney, liver, and intestine. In vitro studies have shown that
neither TDF nor tenofovir are substrates for the cytochrome
P450 (CYP) enzymes. Moreover, tenofovir does not inhibit in
vitro drug metabolism mediated by any of the major human
CYP450 isoforms, so it is unlikely that clinically significant
interactions involving tenofovir and drugs metabolized by
CYP450 would occur. The terminal half-life of tenofovir in
plasma is approximately 12—18 hours. It is primarily excreted
via the kidney by both glomerular filtration and active tubular
secretion.? Regarding the pathway of active tubular secretion,
tenofovir enters the proximal tubule cells via human organic
anion transporters 1 and 3°¢ and is excreted into the urine by
multidrug resistant protein 4; the role of MRP2 and MRP7 in
this process is under study (Figure 1).”'? Coadministration
of TDF and drugs that reduce renal function or compete for
active tubular secretion via transport proteins, human organic
anion transporters, or multidrug resistant proteins (eg, cido-
fovir and didanosine)"® may increase serum concentrations
of TDF and/or the coadministered drug. TDF should not be
coadministered with nephrotoxic agents, ie, the aminoglyco-
sides, amphotericin B, foscarnet, ganciclovir, pentamidine,
vancomycin, cidofovir, or interleukin-2.?

Pharmacokinetic studies have demonstrated that coadmin-
istration of TDF and protease inhibitors results in increased
tenofovir exposure, probably due to increased absorption'+!”
or to a reduction in renal clearance of tenofovir,'®!" but this
seems not to be clinically relevant. However, coadministra-
tion of TDF and didanosine is not recommended. Although
didanosine has no effect on the pharmacokinetics of TDF,
didanosine exposure increases by 40%—-60%, increasing the
risk of didanosine-related side effects.?*2? Further, increased
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exposure to didanosine could enhance the mitochondrial
toxicity of TDF to the kidneys, and may account for the
greater risk of renal toxicity in patients treated with a com-
bination of TDF and didanosine.”

Clinical experience with tenofovir
The efficacy and safety of TDF has been evaluated in mul-
tiple clinical trials conducted in both treatment-naive and
antiretroviral-experienced patients (Table 1). In two prospective,
randomized, controlled trials (903 and 934) that evaluated the
efficacy and safety of TDF vs either stavudine or zidovudine in
combination with efavirenz and lamivudine or emtricitabine
in antiretroviral-naive patients over 144 weeks, the TDF arm
demonstrated greater and more prolonged effectiveness in terms
of viral suppression and CD4 gain.?*?” Similar results were
observed in two placebo-controlled studies (902 and 907) which
included HIV treatment-experienced individuals with detectable
viral load on stable combination antiretroviral therapy.?*%

Tenofovir + emtricitabine and abacavir + lamivudine
are fixed-dose combinations commonly used along with
NNRTIs or ritonavir-boosted protease inhibitors as first-
line therapy, but there is conflicting evidence concerning
their relative efficacy. Several trials have suggested higher
efficacy for TDF + emtricitabine,’*? especially in the
subset of patients with high viral load, whereas other stud-
ies have shown no difference in efficacy when comparing
these nucleoside reverse transcriptase inhibitor backbones
through 96 weeks.*35 Lack of human leucocyte antigen
(HLA) B*5701 allele determination in patients who initi-
ated abacavir in some of these studies might explain these
different results.

Antiretroviral therapy failure can be caused by selec-
tion of resistance mutations that decrease susceptibility
to a specific antiretroviral drug. The signature mutation
for tenofovir is K65R, which is associated with a modest
decrease in sensitivity to tenofovir in vitro, although K65R
selection occurs infrequently in tenofovir-treated patients.*®
This mutation may also be selected for by prior treatment
with nucleoside analogs, such as didanosine, abacavir,
stavudine, and lamivudine,’ thus leading to potential cross-
resistance among these drugs. TDF should be avoided in
antiretroviral-experienced patients with strains harboring the
K65R mutation.*® Simultaneous presence of the lamivudine-
associated M 184V reverse transcriptase mutation and K65R
further reduces the replicative capacity of the virus. TDF
resistance is also associated with thymidine analog resistance
mutations. The presence of three or more thymidine analog
resistance mutations has been associated with a decreased

response to tenofovir, particularly if these mutations include
M41L or L210W.¥

With regard to adverse effects, TDF has not shown the
mitochondrial toxicity linked with other nucleoside reverse
transcriptase inhibitors. Moreover, TDF has a low risk
of lipoatrophy and a favorable effect on the lipid profile
compared with the older nucleoside analog agents, such as
stavudine or zidovudine.?*?"** Nevertheless, when compar-
ing TDF + emtricitabine vs abacavir + lamivudine, greater
increases in bone turnover and decreases in bone density were
observed in subjects treated with TDF + emtricitabine, 303340
No difference in estimated glomerular filtration rate between
the treatment arms was reported, but increases in tubular dys-
function markers were observed in the TDF + emtricitabine
arm.*>* In the abacavir group, serious (Grade 3/4) adverse
events occurred more frequently and earlier than in the TDF
group, and were likely related to hypersensitivity reactions
to abacavir. Furthermore, abacavir regimens were associated
with more serious events unrelated to acquired immunode-
ficiency syndrome, particularly cardiovascular events.3%3233
TDF is frequently administered in combination with protease
inhibitors. Most regimens offer comparable levels of viro-
logical efficacy,'>?**™ g0 selection of the regimen will be
based on tolerability and convenience of the drugs in order
to improve adherence and outcomes of therapy.

Tenofovir-associated renal toxicity

Only 1%—2% of HIV-infected adults receiving TDF show
signs of nephrotoxicity.***° In many prospective clinical trials
that have compared patients exposed to TDF vs other antiret-
roviral drugs, renal safety assessed by glomerular filtration
rate was found to be similar in both groups of patients.?*?¢? In
addition, some case-control and cohort studies have described
no significant renal dysfunction associated with TDF use in
clinical practice.**405! However, other studies have found a
greater increase in serum creatinine and a modest decline in
creatinine clearance in subjects treated with TDF vs patients
not exposed to TDF.>* Moreover, in some of these studies,
development of renal injury has been attributed to underlying
causes unrelated to TDF use.*%3! Nevertheless, it is note-
worthy that patients in whom TDF was related to a decline
in renal function were on protease inhibitor-based regimens.
Coadministration of protease inhibitors and TDF is known to
increase TDF exposure and thereby the potential nephrotoxic
effect of TDFE.!*" The influence of protease inhibitors on
the renal safety profile of TDF has been evaluated in several
studies.!*18195354 Although one study found a greater decrease
in renal function with protease inhibitors,** most agreed that
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the combination of TDF and a protease inhibitor was safe
and well tolerated.!*!153

In addition to the data derived from these studies, a large
number of case reports have raised concern about cases of
renal damage in patients with normal glomerular filtration
rate exposed long-term to TDF (Table 2). While some indi-
viduals presented with acute renal failure,*%° 7 most subjects
initially showed tubulopathy, occasionally with overt Fanconi
syndrome.®*"® An early sign of tubular dysfunction is hypo-
phosphatemia, although other signs and symptoms of kidney
tubulopathy include glucosuria with normal serum glucose
levels, mild proteinuria, acidosis, and hypokalemia. A subset
of individuals may show evidence of nephrogenic diabetes
insipidus.®®727¢ The chronic consequences of significant loss
of phosphate, proteins, and glucose are currently unknown, but
are worrisome for an increased risk of premature osteoporosis
and osteomalacia.”* In addition, some studies have suggested
a link between TDF use, secondary hyperparathyroidism,
and low vitamin D levels, which also lead to a greater risk of
osteopenia and osteoporosis.’"-

In spite of some studies having reported that impaired
renal function related to TDF use generally improved after
TDF discontinuation,*®¢1-70728 in some cases renal func-
tion did not fully recover, although renal damage did not
progress.*# Those studies in which renal function improved
after TDF withdrawal have often been based on short-term
follow-up or have looked only at creatinine clearance,
a marker of glomerular disease that may not detect abnor-
malities in renal tubular function.

It is noteworthy that even though TDF is not yet licensed
for use in HIV-infected individuals younger than 18 years of
age, it is often used off-label in this age group as part of a
salvage regimen. As with adults, some cases of proximal renal
tubular dysfunction and bone disorders have been reported.®>°
Bone density loss tends to occur more often in less skeletally
mature children, who are at higher risk of growth disorders.
Because children are likely to take antiretroviral therapy for
longer than adults, and are more prone to long-term toxicity
related to TDF use, alternative TDF dosing regimens and care-
ful monitoring of bone density and renal function is indicated
in the pediatric and adolescent population.

The most frequent risk factors for developing TDF-induced
nephrotoxicity include baseline renal dysfunction, a low CD4
count, older age, and low body weight.*”**! Classical risk
factors associated with renal damage in HIV patients, such
as pre-existing systemic conditions, HIV itself, antiretroviral
therapy, or use of nephrotoxic agents, may also enhance the
potential risk of nephrotoxicity associated with TDF.”2

More recently, TDF-associated renal proximal tubulopathy
has been linked to genetic variants in transporter proteins
involved in tenofovir excretion (Figure 1).>* Polymorphisms
in these genes would lead to intracellular accumulation of
tenofovir. This is the case for polymorphisms in the ABCC2
gene which encodes for MRP2. The haplotype CATC (defined
as the combination of the polymorphisms at positions-24,
1249, 3563, and 3972)** and the allele -24C% have been
associated with an increased risk of TDF-associated tubul-
opathy. Moreover, MRP4, coded by the ABCC4 gene, is also
implicated. The 669-C > T polymorphism at the ABCC4 gene
has been found to be more frequent in patients sustaining renal
tubular damage,* although this finding has not been confirmed
by others.” The rs9349256 polymorphism at the ABCC10
gene that encodes for MRP7 has recently also been associ-
ated with urine phosphate wasting and 8,-microglobulinuria,
which are indicative of renal tubular dysfunction.'? Currently,
information about the effect of genetic polymorphisms on the
risk of renal toxicity using TDF is a matter of controversy and
requires further examination.

Few studies have examined the association between
tenofovir exposure and renal toxicity. In most cases, patients
developing tubulopathy had tenofovir levels above the con-
centration expected according to pharmacokinetic studies
done in HIV-infected patients.”’%% In a recent study, patients
with tubulopathy displayed significantly higher tenofovir
plasma concentrations than patients with normal tubular
function. The threshold established to define tubulopathy in
this study was above 160 ng/mL.”” These results suggest an
association between tenofovir plasma exposure and TDF-
associated renal toxicity, primarily recognizable as tubular
dysfunction. If these data are confirmed, the quantitation of
tenofovir plasma levels could be useful in the management
of patients.

Tenofovir and bone mineral loss

According to the HIV Outpatient Study, HI V-infected persons
seem to experience bone fractures more frequently than people
without HIV and, moreover, the decline in bone density seems
to be accelerated in HI V-infected persons.”®” HIV infection in
itself induces inflammation, which may result in accelerated
loss of bone mineral density. On the other hand, antiretroviral
therapy and some drugs in particular may increase the loss of
bone mineral density. In the SMART (Strategies for Manage-
ment of Anti-Retroviral Therapy) study, 240 HIV patients
were randomized either to continue antiretroviral treatment
or to interrupt it guided by CD4 cell counts. In patients who
continued to be treated, bone mineral density decreased by
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3.2 CrCl 35.9 mL/min CKD

0.9 CrCl

LPV/r

20.5

Wood et al®’

121 mL/min

Renal tubular injury secondary to

TDF nephrotoxicity, rickets

1.3 GFR 104 mL/min, TALP,

T8,-MG, {%TRP

Note: *Proximal tubular renal dysfunction criteria: glucosuria (urine glucose >300 mg/day) with normal glycemia (plasma glucose <100 mg/dL), hyperaminoaciduria (any amino acid in urine, with the exception of histidine, glycine and

serine), fractional tubular resorption of phosphorus <0.82; total excretion of phosphorus >1200 mg/day; fractional excretion of uric acid >15%; and B,-microglobulinuria > | mg/day. Tubular damage when 2 or more criteria were

present, being at least one of the Fanconi syndrome defining alterations (glycosuria in nondiabetic patients, hyperaminoaciduria, or hyperphosphaturia).

Abbreviations: TDF, tenofovir; ddl, didanosine; LPV, lopinavir; ATV, atazanavir; d4T, stavudine; ABC, abacavir; 3TC, lamivudine; APV, amprenavir; FPV, fosamprenavir; T20, enfuvirtide; DDC, zalcitabine; TMP-SMZ, cotrimoxazole; EFV,

efavirenz; NVP, nevirapine; RVB, ribavirin; IFN, interferon; SQV, saquinavir; AZT, zidovudine; DLV, delavirdine; r, ritonavir; Cr, creatinine; CrCl, creatinine clearance; ALP, alkaline phosphatase; TRP, tubular reabsorption of phosphate;

ﬁz-MG, betamicroglobulin; HCV, hepatitis C virus; HBV, hepatitis B virus; CKD, chronic kidney disease; ATN, acute tubular necrosis; ARF, acute renal failure; COPD, chronic obstructive pulmonary disease.

0.8% per year at the hip (P < 0.001) and 0.4% (P = 0.04) or
2.4% (P < 0.001) at the spine (depending on the technique
used, ie, either dual-energy radiographic absorptiometry or
quantitative computed tomography). In contrast, bone mineral
density remained stable or increased after 1 year in the group
in which antiretroviral therapy was interrupted.'® Several
clinical trials have shown that certain antiretrovirals may have
a greater impact than others on loss of bone density. Although
initially the protease inhibitors were thought to be associated
with the greatest amount of bone loss,'”" more recent studies
have failed to confirm this association.'”> Nevertheless, TDF
use has been consistently associated with a decrease in bone
density. Among other studies supporting this link are the
903 trial,”* ASSERT,*'** and STEAL (Simplification with
Tenofovir-Emtricitabine or Abacavir-Lamivudine).** In all
of these studies, patients receiving TDF had higher rates of
bone density loss than those randomized to receive either
stavudine or abacavir (Table 3). TDF use is associated with
higher rates of renal tubular dysfunction compared with other
nucleoside reverse transcriptase inhibitors,*®”” the phosphate
loss associated with this damage being the primary driver of
loss of bone density.

Parathyroid hormone is the major systemic determinant
of bone turnover. Elevations in parathyroid hormone result in
bone mineral loss.'” In HIV patients on antiretroviral treat-
ment, parathyroid hormone elevations have been reported in
up to 20%—40% of cases.®! In a recent study conducted in 564
HIV patients, some of whom received TDF and others did not,
44% vs 24%, respectively (P < 0.001) developed hyperpara-
thyroidism over 71 months. Moreover, a significant decrease
in plasma calcium levels was observed in the TDF group,'™
which might explain the elevation in parathyroid hormone.

Vitamin D deficiency causes parathyroid hormone eleva-
tions in the general population.'® This deficit can occur in up
to 37% of patients with HIV infection.!” Vitamin D deficiency
causes greater parathyroid hormone elevations in patients
treated with TDF than in those treated with other nucleoside
reverse transcriptase inhibitors.®> However, in TDF-treated
patients, parathyroid hormone elevations may not only depend
on vitamin D deficiency, given that similar vitamin D levels,
measured as 25(OH)D, and 1,25(0OH),D,, are seen in patients
treated with and without TDE.'**'%” Activation of 25(OH)D,
into 1,25(0OH),D,, which is the active form of vitamin D, takes
place in the proximal tubule of the nephron and is stimulated
by parathyroid hormone. Given that TDF may cause tubular
damage, impaired activation of 25(OH)D, may occur, which
subsequently may decrease the intestinal absorption of cal-
cium, leading to a greater parathyroid hormone increase in an
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Blood

Cell damage

Basolateral

Interference
with cellular
functions

Renal tubular cell

Haplotype CATC (-24, 1249

MRP2 3563, 3972)
=24 CC
MRP7 rs9349256-intron 4

Figure | Main transporter proteins involved in elimination of tenofovir from tubular renal cells. TFV enters kidney cells using OAT I and in a lesser extent, OAT3 and it is
eliminated by MPR4. Genetic polymorphisms in transporter proteins may influence the elimination of TFV. The more relevant polymorphisms associated with tubulopathy

are listed on the right side of the figure.

Abbreviations: TFV, tenofovir; OATI, organic anion transporter protein-1; OAT3, organic anion transporter protein-3; MRP4, multidrug resistant protein-4; MRP2,

multidrug resistant protein-2; MRP7, multidrug resistant protein-7.

attempt to correct this imbalance. Whatever the mechanism,
it seems clear that patients treated with TDF have an imbal-
ance between parathyroid hormone, vitamin D, and calcium
in plasma. Recognition of this abnormality has provided a
rationale for empiric administration of vitamin D to patients
treated with TDF. Although a decrease in parathyroid hor-
mone levels may occur, it happens regardless of baseline

50

25(OH)D, levels, something that is not seen in patients who
do not receive TDF.!%®

Tenofovir for prevention of HIV
infection

The recent publication of two trials, ie, CAPRISA (Centre
for the AIDS Program of Research in South Africa)!® and

n =126 (44%)

40 —

P=0.8

P <0.001
30 —

n = 39 (35%)

n =98 (34%)

n =27 (24%)

20 —

10 —

Hyperparathyroidism

25(0OH)D deficiency (<15 ng/mL) (%)

Figure 2 Prevalence of hyperparathyroidism and 25-hydroxyvitamin D deficiency according to TDF use. Light grey bars represent TDF users while the black ones represent those
patients not taking TDF. Frequency of hyperparathyroidism differs significantly among TDF and non-TDF users, whereas no difference was found for 25(OH)D levels between groups.
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Table 3 Most relevant studies that have examined bone parameters in subjects with HIV treated by TDF vs patients not exposed

to TDF

Study Comparative Patients (n) Bone-related Main findings
(reference) groups parameters

Study 903% TDF vs d4T + 3TC/EFV 299 TDF 301 d4T Change in BMD Greater loss of BMD in the

ASSERT study?'#

STEAL study®

Kinai and

Hanabusa®®

Labarga et al”’

Rosenvinge et al®

Pocaterra et al'”?

Labarga et al'*™

Childs et al®'

TDF/FTC vs ABC/
3TC + EFV

TDF/FTC vs ABC/3TC +

NNRTIs or Pls

TDF vs other NRTI

TDF vs non-TDF

TDF vs non-TDF

TDF vs non-TDF

TDF vs non-TDF

TDF vs non-TDF

197 TDF/FTC 195
ABC/3TC

180 TDF/FTC 180

ABC/3TC

40 TDF 23 NRTI

154 TDF 49 non-TDF
181 naive

108 TDF 86 non-TDF

214 TDF 232 Pls

433 TDF 131 non-TDF

45 HAART

Lumbar spine: —2.2% TDF

vs —1.0% d4T; P=0.01.

Hip: —2.8% TDF vs —2.4% d4T;

P=0.06
Change in BMD:

Lumbar spine: —2.4% TDF

vs —1.6% ABC; P=0.036

Hip: —3.6% TDF vs —1.6% ABC;

P < 0.001.
BMD loss >6:

13% TDF vs 3% ABC in the hip.

10% TDF vs 5% ABC in the spine
Mean difference in hip t score,
0.16; 95% Cl: 0.08-0.23; P < 0.001
Rates of bone disorders: 8.5 TDF
vs 4.4 ABC; P =0.0032
Change in % TRP from baseline to 96
weeks:

94 to 90% P = 0.04 TDF

96 to 94% P = 0.33 NRTI
TRP rate in TDF vs non-TDF and
naive: 0.82, 0.85 and 0.87

PTH levels: 7.2 TDF vs 4.3
non-TDF (pg/mL)
PTH in VVD (<50 nmol/L): 8.2
TDF vs 4.6 non-TDF (pg/mL)
Overall:
17.5% patients Hyper-PTH
(ULN = 65 pg/mL)
77.4% patients VDD (<30 mg/dL)
TDF group:
75.4% PTH > 65 vs 55.9%
PTH < 65 in TDF group,
P=0.002
Hyper-PTH: 37% TDF vs 14%
non-TDF; P < 0.001
Hyper-PTH + VDD (<15 ng/mL):
44% TDF vs 10% non-TDF;
P < 0.001
PTH levels: 80 pg/mL TDF vs
55 pg/mL non-TDF; P = 0.02
In VDD (< 30 ng/mL): PTH elevated
in 41% TDF vs 0%
non-TDF; P=0.018

TDF arm

TDF/FTC: Increases

in markers of tubular
dysfunction, bone turnover
and decreases in BMD

Greater loss of BMD in the
TDF arm

Consider close monitoring
or TDF discontinuation if
persistent decline of % TRP

Close monitoring of
accelerated bone mineral
loss and renal insufficiency
VDD is associated with TDF
linked Hyper-PTH

Association between hyper-
PTH, TDF use and 25(OH)D
levels beside classical factors

Hyper-PTH and bone
resorption might develop
in the subset of patients
taking TDF with suboptimal
25(OH)D levels

Use of TDF and the

level of 25(OH)D were
independently associated
with PTH levels

Abbreviations: TDF, tenofovir disoproxil fumarate; d4T, stavudine; 3TC, lamivudine; EFV, efavirenz; FTC, emtricitabine; ABC, abacavir; NNRTIs, non-nucleoside reverse
transcriptase inhibitors; Pls, protease inhibitors; NRTI, nucleoside reverse transcriptase inhibitors; PL, placebo; BMD, bone mineral density; TRP, tubular reabsorption of
phosphate; PTH, parathyroid hormone; hyper-PTH, hyperparathyroidism; ULN, upper limit of normal; VDD, vitamin D deficiency.

iPrEX (Pre Exposure Prophylaxis Initiative),'!’ has raised

unprecedented interest in pre-exposure prophylaxis as a way
to combat the HIV pandemic. CAPRISA examined nearly
900 heterosexually active women in South Africa and dem-

onstrated that use of topical vaginal TDF reduced the risk of

HIV acquisition by 39% overall, rising to 54% in the subset

of women with high gel adherence.

The iPrEX trial examined nearly 2500 homosexual men
in South America, South Africa, Thailand, and the US, and
was the first to show that daily oral TDF + emtricitabine
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could reduce the risk of HIV infection by 44% overall,

increasing to 73% in the subset of men with sustained good

drug adherence.

These trial results have been greeted with huge enthu-
siasm, especially in the wake of disappointing results from
several prior studies, but have also raised numerous ques-
tions about who could potentially benefit, the long-term
risks of these interventions, and cost and access issues.
Moreover, antiretroviral use for preventing infection in
HIV-seronegative individuals at risk must be considered in
the context of other interventions that may help equally to
reduce HIV acquisition.

While Truvada has not been approved so far for HIV
prevention, doctors may prescribe drugs for off-label use,
and some individuals engaged in high-risk behaviors might
consider immediate use of the drug as pre-exposure
prophylaxis. For these reasons, on January 28, 2011, the
Centers for Disease Control and Prevention (CDC) released
new guidance intended to offer instructions and cautions
for people interested in using pre-exposure prophylaxis
immediately, while awaiting more extensive clinical trial
data for longer-term use and other at-risk populations. The
CDC guidance is available at: http://www.cdc.gov/nchhstp/
newsroom/PrEPMSMGuidanceGraphic.html.

Briefly, the CDC recommendations for pre-exposure
prophylaxis are:

e Confirm that the person seeking pre-exposure prophylaxis
is at substantial ongoing high risk for acquiring HIV
infection

e Test for HIV, including, if symptomatic, acute HIV infec-
tion that may not be detectable with a standard antibody
test, given that using just two antiretroviral drugs could
lead to resistance if HIV is present; repeat HIV testing
every 3 months while on pre-exposure prophylaxis

e Screen for and treat other sexually transmitted diseases,
including syphilis, gonorrhea, hepatitis B and C, and
repeat testing every 6 months while on pre-exposure
prophylaxis

e Test for kidney function (creatinine clearance), because
tenofovir may produce renal injury in some individuals,
and monitor kidney function after 3 months and then
annually while on pre-exposure prophylaxis

e Screen for, and if uninfected, vaccinate against hepatitis
B; if infected, consider the dual use of Truvada for treat-
ment, because TDF and emtricitabine are both active
against HBV and HIV

e Provide pre-exposure prophylaxis as part of a compre-
hensive prevention approach, along with risk-reduction

counseling and condoms; assess risk behavior every

3 months while on pre-exposure prophylaxis
e Stress importance of and offer support for drug

adherence.

It should be kept in mind that the iPrEX trial did not provide
evidence that using Truvada only before or after sex encoun-
ters is effective. Pre-exposure prophylaxis has the potential
to contribute to effective and safe HIV prevention for homo-
sexual men engaged in high-risk behaviors, but its maximal
cost-effectiveness will be obtained taking into consideration
a number of factors, including the following:

e Homosexual men at high-risk for HIV acquisition need

to be targeted

e Pre-exposure prophylaxis must be delivered as part of

a comprehensive set of prevention services, including

risk-reduction and medication adherence counseling,

ready access to condoms, and diagnosis and treatment of
sexually transmitted diseases

e Monitoring of HIV status, side effects, adherence, and
risk behaviors at regular intervals is mandatory.

Finally, all these efforts for helping to reduce HIV acqui-
sition must be accompanied by appropriate information and
education about safer lifestyles, particularly high-risk sexual
practices.

Tenofovir for hepatitis B treatment
TDF was licensed in 2008 for the treatment of hepatitis B
infection. It is a potent inhibitor of hepatitis B virus reverse
transcriptase, with an IC, of 0.14-1.5 uM.> TDF along with
entecavir are currently the preferred first-line choices for
treatment in hepatitis B-monoinfected patients. TDF has
been demonstracted to be effective either in nucleos(t)ide
analogs-naive patients or in patients with prior resistance to
lamivudine and/or adefovir, although in the latter situation
the response tends to be lower. '3

Of 350 million people worldwide infected with the
hepatitis B virus, approximately four million are coinfected
with HIV. HIV modifies the natural history of the hepatitis B
virus, favoring chronification and accelerating progression to
cirrhosis and end-stage liver disease.'* In patients who need
to be treated for either HIV or hepatitis B virus infection,
early initiation of antiretroviral treatment, including drugs
active against hepatitis B virus (lamivudine, emtricitabine,
TDF) is recommended. At this time, TDF is preferred to
lamivudine as the only active anti-hepatitis B virus agent in
this context, given its higher genetic barrier to resistance.
Thus, the coformulation of TDF + emtricitabine is the most
popular nucleoside reverse transcriptase inhibitor backbone
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in coinfected patients.'" Because prolonged TDF exposure
may cause kidney dysfunction in a small proportion of
treated individuals, renal function should be carefully and
periodically monitored in individuals coinfected with HIV
and hepatitis B virus.

Patient-focused perspectives

The availability of highly active antiretroviral therapy
has markedly improved survival rates and quality of life
in patients infected with HIV. The natural history of HIV
infection has been changed into a manageable chronic dis-
ease requiring long-term antiretroviral treatment. Because
patients need to continue their treatment lifelong, the pre-
ferred antiretroviral regimen will be one that, along with
efficacy, optimizes the likelihood of patient compliance.
One strategy to improve adherence is to facilitate the intake
of medication, for example, by reducing the pill burden,
including drugs that allow once-daily dosage or those with
no food restrictions.

Antiretroviral drugs are characterized by differing rates of
response and adverse events. It is known that drug metabo-
lism and drug toxicity may vary greatly between individuals,
affecting both efficacy and toxicity. Strategies aimed at indi-
vidualizing therapy would help to diminish this variability.
Genetic variations might explain a proportion of this variabil-
ity. In recent years, a number of associations between human
genetic variants and predisposition to drug toxicity and risk of
virologic failure have been described. These include the HLA
class II allele HLA-DRB*0101 associated with nevirapine
hypersensitivity,!'*!'” HL4A-B*5701 with abacavir hypersensi-
tivity reaction,''® 2! CYP2B6 alleles, with the central nervous
system side effects of efavirenz,'?>' UGTIAI alleles or
polymorphisms in genes encoding for P glycoprotein both
related to atazanavir-associated hyperbilirubinemia,'?-'?® and
polymorphisms in genes encoding for transporter proteins
with renal proximal tubulopathy in patients taking TDF.”12933
Moreover, therapeutic drug monitoring may be helpful,
allowing dose adjustments, especially when using a drug with
a narrow therapeutic range, because small changes in drug
levels lead to loss of efficacy and/or increased risk of toxic-
ity. It may also be of aid in those cases in which information
about drug interactions is still scarce, ie, for agents which
have recently entered the marketplace.'*3!

Conclusion

TDF is one of the most widely used antiretroviral drugs
in clinical practice due to its potent antiviral activity,
acceptable safety profile, and convenient administration.

The antiretroviral regimen currently recommended for initial
therapy is the combination of TDF + emtricitabine, with addi-
tion of a convenient third agent, ie, efavirenz, raltegravir, or
one of the newer ritonavir-boosted protease inhibitors (daruna-
vir or atazanavir). TDF is also indicated in other situations, tt
for replacing other nucleoside reverse transcriptase inhibitors
in patients already with undetectable viremia, in an attempt
to avoid or reverse the development of mitochondrial-related
side effects, mainly lipoatrophy. TDF maintains its activity in
most patients harboring drug-resistant variants, with only a
few thymidine-associated mutations selected in prior episodes
of treatment failure. Other situations in which TDF is being
used include the treatment of patients coinfected with HIV and
hepatitis B virus, and more recently, with great anticipation
as part of pre-exposure prophylaxis. TDF is generally well
tolerated in the short-term. However, a subset of individuals on
prolonged TDF therapy may develop kidney tubular dysfunc-
tion and/or bone mineral loss. Periodic monitoring of renal
function, in particular for tubular abnormalities, examining
both plasma and urine biochemistry, may enable early rec-
ognition of individuals in whom the drug should be stopped
to prevent more serious tubular damage and compromise of
glomerular function. In this regard, information derived from
pharmacogenetics and pharmacokinetics may help to identify
the subset of individuals at greater risk for developing more
severe renal injury.
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Importance of the field: Tenofovir (TFV) is a nucleotide analogue widely used
for the treatment of HIV infection. Despite its proven efficacy and safety, cases
of kidney tubular dysfunction have increasingly been reported and concern
exists about the risk of nephrotoxicity associated with the long-term use
of TFV.

Areas covered in this review: Evidences about the renal toxicity associated
with TFV use as well as predictors are examined. The most relevant publica-
tions assessing TFV safety and those which have reported cases of tubular
dysfunction were identified and carefully revised.

What the reader will gain: Renal damage of clinical significance caused by TFV
is uncommon in the short-mid-term. It occurs more frequently in subjects with
underlying kidney conditions. TFV primarily results in kidney tubular dysfunc-
tion and less frequently in glomerular abnormalities. Kidney damage may
progress over time under long-term TFV exposure but is reversible in most
cases on drug discontinuation.

Take home message: Severe renal damage associated with TFV use is uncom-
mon and of multifactorial origin. However, mild tubular dysfunction is recog-
nized in a substantial proportion of TFV-treated individuals and tends to
increase with cumulative exposure.

Keywords: hepatitis B, HIV, kidney, renal damage, tenofovir, tubular dysfunction

Expert Opin. Drug Saf (2010) 9(4):1-15

1. Introduction

Nearly 34 million people are currently living with HIV worldwide. The widespread
use of antiretroviral drugs has allowed control of complications associated with
severe immunodeficiency in most HIV-infected patients in developed countries,
with dramatic declines in morbidity and mortality. Besides involvement of HIV
itself as a cause of organ damage, the introduction of highly active antiretroviral
therapy (HAART) and other medications frequently used in this population has
been followed by an increasing rate of drug-related renal complications. Many
antimicrobials used to treat opportunistic infections, such as acyclovir, cidofovir,
amphotericin B, foscarnet or pentamidine, may be associated with nephrotoxicity [1].
Renal damage secondary to the use of antiretrovirals occurs rarely, with the exception
of indinavir [2], a protease inhibitor rarely used nowdays.

Tenofovir disoproxil fumarate (TDF) is the first nucleotide reverse transcriptase
inhibitor (NRTI) approved for the treatment of HIV disease. It is a bioavailable
prodrug of tenofovir (TFV), a potent inhibitor of the reverse transcriptase of both
HIV and HBV 3. TDF is currently widely used due to its excellent properties,
combining good potency, tolerability and convenience (one pill once a day), either as
single agent (Viread) or co-formulated with emtricitabine (Truvada), or with
emtricitabine plus efavirenz (Atripla). Despite demonstration of a relatively good
renal safety profile in registrational clinical trials, a number of reports have alerted
about cases of tubular damage and occasionally of renal insufficiency in patients
treated with TDF [4-8]. Herein, we summarize the most relevant studies conducted so

10.1517/14740331003627458 © 2010 Informa UK Ltd ISSN 1474-0338 1
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Article highlights.

 Given its proven antiviral potency and good safety profile,
tenofovir (TFV) has become the most widely prescribed
antiretroviral drug in Western countries. However,
concern about its potential for nephrotoxicity has been a
matter of recent interest.

« Tubular dysfunction is the primary renal injury using TFV.
Mitochondrial toxicity seems to be the main cellular
involved mechanism.

» While use of TFV in registrational studies has only rarely
been associated with cases of renal insufficiency, reports
of Fanconi syndrome and/or acute renal failure have
increasingly been reported with a broader use of the drug
in larger and more diverse populations.

« The presence of pre-existing renal conditions, other
co-morbidities (diabetes, hepatitis C), concomitant use of
other potentially nephrotoxic drugs, older age, low body
weight and low CD4 counts, all increase the risk of kidney
damage by TFV. Genetic factors, involving polymorphisms
at cellular transporter genes, may influence the
susceptibility to TFV-associated renal injury.

» Tubular damage associated with TFV use is generally mild

and occurs with low frequency. However, its long-term

consequences warrant careful examination. Although
progression to overt renal insufficiency seems to be very
rare, chronic loss of phosphorus may lead to premature
osteomalacia.

Mild tubular abnormalities associated with TFV use are

relatively common and long-term exposure may lead to

significant bone mineralization and occasionally to renal
insufficiency. Thus, periodic evaluation of kidney
parameters, including both glomerular and tubular
function tests, are warranted in patients treated with TFV.

This box summarizes key points contained in the article.

far assessing the kidney safety profile of TDF and characterize
which factors are associated with an increased risk of renal
toxicity in people treated with this drug.

2. Mechanisms of renal toxicity associated
with TFV use

TEV is eliminated by a combination of glomerular filtration
and active tubular secretion. Several transporter proteins are
involved in its active tubular secretionr. TFV enters into the
kidney tubular cells through the basolateral membrane,
involving organic anion transporters (OATs), mainly
OAT1 and to a lesser extent OAT3 19,10]. Once TFV is inside
the tubular cells, its secretion is an active process which
depends on the efflux by the transporter proteins multidrug
resistant protein-4 (MRP4) and multidrug resistant protein-2
(MRP2), which are encoded by ABCC4 and ABCC2 genes,
respectively [11-15]. While the role of MRP4 on TFV excretion
is well established, the involvement of MRP2 is still under
debate [10].

The mechanism by which TDF may cause renal damage is
unclear. Two possible mechanisms of cell toxicity have been
postulated. The first mechanism is mediated by mitochondrial

toxicity. This effect could be similar to that well established for
adefovir or cidofovir. However, the potential of TFV to
interfere with the mitochondrial function is low [16-18], because
it is a weaker inhibitor of the DNA polymerase y than most
other NRTT triphosphates (17]. The incorporation of TFV into
a DNA primer-template by the DNA pol 7 is also less efficient
than for other NRTIs, supporting a weak inhibition of
mtDNA synthesis in cells treated with TFV [16]. Experimental
studies in animals, however, support that mitochondrial injury
is the primary mechanism of tubular damage caused by
TFV [19,20].

A second mechanism of TDF toxicity is based on the
interference with the normal function of tubular cells. There
are few data about the interaction of nucleos(t)ide analogues
and transporter proteins located at the renal tubule [12]. In
animal models, adefovir and cidofovir have shown interference
with the function of the transporter protein mrp2. Compet-
itive interactions with transporter proteins could result in a
reduced efflux of TFV and increased renal toxicity. In this
regard, TFV may produce a concentration-dependent inhibi-
tion of MRPs [21]. Moreover, in animal models TFV may
induce downregulation of genes coding for other transporter
proteins involved in the excretion of several compounds [22].
This interference with the normal function of kidney trans-
porters could lead to an accumulation of toxic compounds
that may cause cell damage.

3. TFV therapy: clinical experience

Since the approval of TDF by regulatory agencies in the year
2000, multiple studies have examined its safety. There is overall
agreement that the drug is relatively safe for the kidney, much
more than other molecularly close nucleotide analogues, such as
cidofovir and adefovir [3]. Based on their design, all these studies
can be grouped into three categories. First, studies specifically
evaluating the safety of TDF in comparison with other anti-
retroviral agents. Second, observational studies assessing the
renal safety profile of TDF in large populations. Third, reports
of cases of renal damage associated with TDF use.

3.1 Renal safety of TFV versus other antiretrovirals

Many prospective clinical trials have demonstrated that the
glomerular filtration rate (GFR) is not or minimally reduced
on average when comparing patients exposed to TDF versus
other antiretroviral drugs [23-25]. In two prospective, random-
ized, controlled trials (studies 903 and 934) that compared
TDF versus either stavudine or zidovudine in combination
with efavirenz and lamivudine or emtricitabine in antiretro-
viral-naive patients over 144 weeks, the median GFR steadily
decreased from baseline, but did not differ significantly in
both groups of patients. The GFR was estimated by the
Cockcroft-Gault (CG) equation or using the modification
of diet in renal discase (MDRD) equation. No cases of
Fanconi syndrome were reported and no patients in either
group discontinued their medication because of renal events.
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In a study that examined a large population of HIV-
infected patients under antiretroviral treatment (n = 4400),
exposure to either indinavir or TFV was associated with
increased odds of chronic renal failure (CRF) based on
GFR values < 60 ml/min. The authors estimated the GFR
using the CG or MDRD equations [26]. Overall, 3.5% of
patients developed CRF. This subset of patients was older, had
lower CD4 count nadirs, and had previous AIDS diagnoses,
diabetes and/or hypertension. In contrast, other studies have
found very modest declines in GFR averaging 7 — 10 ml/min/
year in subjects treated with TDF [27-30. An observational
cohort study that compared a TDF group with another
receiving a different NRTI regimen reported that TDF use
was associated with a greater increase in serum creatinine and a
modest decline in creatinine clearance (CrCl) compared to the
NRTI group [27). After adjustments in a multivariate analysis,
only TDF use and CD4 counts <50 cells/mm? remained as
independently associated with CrCl decline.

A German study found that patients on TDF showed a
lower mean GFR calculated by CrCl or cystatin C clearance
compared to control patients never treated with TDF [31].
An impaired GFR was recognized in 46% of patients on
TDF compared with 32% of control patients. Moreover,
proteinuria was more frequent in the group receiving TFV [31].

Prolonged treatment with TDF may cause progressive renal
tubular dysfunction before overt declines in GFR. One study
conducted in 40 patients treated with TDF and 23 exposed
to other NRTIs for 96 weeks examined prospectively
B2-microglobulinuria, percentage of tubular reabsorption of
phosphate, alkaline phosphatase, serum creatinine and calcu-
lated GFR 321. The authors concluded that prolonged TDF
exposure resulted in progressive renal tubular dysfunction as
well as modest declines in GFR, taking as comparison expo-
sure to other NRTT regimens. Interestingly, a reduction in the
GFR in padents treated with TDF was associated with
B2-microglobulinuria (32). Similar findings were obtained in
patients successfully treated with TDF for chronic hepatitis B:
only mild abnormalities were found in the GFR after several
years of TDF exposure [33].

Although most studies assessing the renal safety profile of
TDF have focused on the glomerular function, from animal
studies it is clear that TDF causes primarily renal tubular
damage [19,20.34]. An early clinical sign of renal tubular dys-
function is hypophosphataemia, secondary to reduced phos-
phate reabsorption and excessive loss of phosphates in the
urine. In randomized, double-blind, placebo-controlled trials,
a favorable renal safety profile of TDF was recognized in most
patients with normal baseline renal function. A comparable
incidence of hypophosphatemia was seen in patients on TDF
versus other antiretrovirals, with no recognition of cases of
severe renal dysfunction [2324]. In agreement, a prospective
study evaluated the incidence of hypophosphatemia in a
cohort of patients who initiated either a TDF-based or a
TDF-sparing regimen. The incidence of hypophosphatemia
was more elevated in patients on TDF than in controls [35]. In
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another smaller study, however, which examined the proximal
tubular reabsorption of phosphate in HIV-infected adults,
hypophosphatemia due to decreased proximal tubular reab-
sorption of phosphorus was relatively common, regardless of
TDF exposure [36].

As the real prevalence of TDF-associated tubulopathy in the
absence of any recognizable compromise in the glomerular
filtrate remains largely unknown, information from observa-
tional studies that have checked carefully the tubular function
are very informative. In a large cross-sectional study conducted
in Madrid, a total of 284 HIV-infected patients underwent in
parallel an evaluation of glomerular and tubular parameters,
adjusting for TDF exposure and taking as controls HIV-
untreated individuals (37]. The kidney glomerular filtration,
as measured by plasma creatinine levels or CrCl calculated
using the Dubois formula or both, was overall within normal
limits and comparable among study groups at baseline. Proxi-
mal tubular dysfunction was defined in the presence of two or
more well-defined urine abnormalities. Tubular dysfunction
developed more frequently in patients receiving TDF and
three cases of Fanconi syndrome were recognized. Interest-
ingly, CrCl remained within normal values in all three
patients. Univariate analysis showed that treatment with
TDF or protease inhibitors was significantly associated with
tubular damage. Patients with diabetes, lower CD4 counts and
exposure to other nephrotoxic drugs tended to have abnormal
tubular parameters as well. However, in the multivariate
analysis only TDF use and older age remained as independent
predictors of tubular damage in this population. Another
interesting finding in this study was the recognition of an
increased rate of tubular dysfunction in antiretroviral-naive
patients compared to those on HAART who did not receive
TDF. Finally, patients on HAART including TDF showed
the greatest f2-microglobulin levels in urine [37], which is
considered one of the most sensitive markers of tubular
damage. The authors concluded that B2-microglobulin moni-
toring in urine could be useful in patients on TDF in an
attempt to identify the subset of individuals at increased risk
for renal complications.

3.2 Renal toxicity associated with TFV use

In a large multi-center retrospective analysis of
> 10,000 patients treated with TDF, only 2% showed signs
of nephrotoxicity [38]. Changes from baseline in serum creat-
inine, CrCl and GFR through month 13 were generally mild
and non-progressive. Baseline serum creatinine > 0.5 mg/dl,
older age, low CD4 counts, low body weight and concomitant
use of nephrotoxic medications were all associated with an
increased serum creatinine >0.5 mg/dl on TDEF therapy.
Moreover, development of serum creatinine >2 mg/dl was
mainly confined to subjects with baseline elevated serum
creatinine and low body weight. An important limitation
of the study, however, was the short follow-up, missing the
recognition of events which might occur with longer duration
on TDF therapy.
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In the SCOLTA study, another observational study
conducted in Italy, the incidence of severe adverse events
was examined in 754 patients treated with TDF [39].
Information on creatinine elevations was available for only
354 individuals. During a mean follow-up of nearly
20 months, creatinine elevations grade 2 — 4 occurred in
2.5% of patients, leading to an overall incidence rate of
1.6/100 person-years. Patients who developed renal damage
were more frequently older, male, co-infected with HCV and
had lower CD4 counts than those without nephrotoxicity.
Thus, renal injury in patients receiving TDF seems to be
associated with the presence of co-morbidities and with
advanced HIV infection. An important limitation of the
study was its poor sensitivity to pick up mild creatinine
elevations, which might have clinical significance with
extended follow-up.

3.3 Cases of renal damage associated with TFV use
The first report of kidney disease associated with TDF use
appeared in the year 2002 in a patient who had normal
baseline renal function [40]. Since then, single cases or small
series of renal disease in patients on TDF therapy have been
reported. While some individuals presented with acute renal
failure [4,5,841-48], most subjects initially showed tubulopathy,
occasionally with overt Fanconi syndrome [6,49-56]. Table 1
records the main features of these reports.

Signs and symptoms of kidney tubulopathy including
glucosuria in the setting of normal serum glucose levels,
phosphate wasting with hypophosphatemia, proteinuria (usu-
ally mild), acidosis and hypokalemia, with or without acute
renal failure seem to be the most frequent renal lesion in
subjects experiencing TDF nephrotoxicity. A subset of indi-
viduals may show evidence of nephrogenic diabetes
insipidus [4,57,58].

The most frequent risk factors for developing TDF-
induced nephrotoxicity include baseline renal dysfunction,
low CD4 counts and low body weight (36,37,57]. Pre-existing
systemic conditions or concomitant use of potential nephro-
toxic agents may contribute as well [45.46,57-64]. Among
antiretroviral medications, the concomitant use of lopi-
navir [4,42,43,45,46,49,50,54,58,62,63 or didanosine [41,51,57) has
been suggested to play a role in some instances. A review
of cases of TDF-associated nephrotoxicity reported to the
FDA from 2001 through 2006 showed that 164 met the case
definition for Fanconi syndrome [65]. The majority (83%) of
these subjects received protease inhibitors along with TDF and
in 34% of cases also didanosine.

4. Factors associated with renal toxicity in
patients on TFV treatment

Several circumstances have been associated with an increased
risk of nephrotoxicity in patients exposed to TDF. As
shown in Figure 1, they can be grouped into four main
categories: classical predisposing conditions; concomitant

antiretroviral medications; elevated TFV exposure and
pharmacogenetic factors.

4.1 Classical factors associated with renal damage

In HIV-infected patients, pre-existing renal impairment, older
age, advanced HIV infection, metabolic and vascular disease,
use of nephrotoxic drugs, low body weight and use of protease
inhibitors have all demonstrated predisposing to renal dam-
age [60,65]. Basically, all these factors are the same that may
enhance the risk of nephrotoxicity in patients treated with
TDE. Older age is uniformly recognized as predictor of
nephrotoxicity using TDF [60,65]. Likewise, low body
weight [38], male gender (39,60, pre-existing renal impairment
and concomitant use of nephrotoxic drugs are all associated
with an increased risk of TDF-associated nephrotoxicity.

4.2 Concomitant antiretroviral drugs

The use of TDF along with didanosine has been associated
with multiple side effects, including paradoxical CD4
declines, pancreatitis and hyperglycemia [66-68]. Although
the coadministration of didanosine has no effect on the
pharmacokinetics of TDF, didanosine serum maximum con-
centration and AUC increase by 28 and 44%, respectively.
Several mechanisms have been proposed to explain the
increased didanosine exposure in this setting, being the
most widely accepted a blockage of the didanosine catabolic
pathway by TDF (6869]. On the other hand, TDF could
enhance didanosine absorption or could impair its renal
elimination mediated by the OAT1 [69]. An increased didan-
osine exposure in patients receiving TDF could enhance the
mitochondrial toxicity of didanosine in the kidneys (70,71] and
account for the greater risk of renal toxicity in patients treated
with this combination. Currently, the use of TDF along with
didanosine is no longer recommended.

With respect to protease inhibitors, interactions with TDF
have generally been reported as clinically not relevant in
clinical trials [72-74). However, other studies have shown a
decline in CrCl in patients receiving TDF along with protease
inhibitors [29,30].

4.3 TFV exposure

Few studies have examined the association between TFV
exposure and renal toxicity. In most cases, patients developing
tubulopathy had TFV levels above the concentration expected
according to the pharmacokinetic studies made in HIV-
infected patients [47.74]. In a recent study, patients with
tubulopathy displayed significantly higher TFV plasma con-
centrations than patients with normal tubular function (182 vs
106 ng/ml, respectively). A higher proportion of patients with
tubulopathy were found when TFV plasma concentrations
were above 160 ng/ml (42 vs 11%) (76]. These results suggest
an association between TFV plasma exposure and TDEF-
associated renal toxicity, primarily recognizable as tubular
dysfunction. In the latter study, other factors along with
TEV plasma levels, as ABCC2-24 polymorphisms, low
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Figure 1. Factors associated with TFV renal toxicity. Mechan-
isms by which TFV is eliminated throughout kidney cells. TFV enters
kidney cells using OAT1 and in less extent using OAT3. At the
luminal surface, TFV is eliminated by MRP4. Factors influencing the
elimination of TFV through kidney cells are within the black box.
MRP2: Multidrug resistant protein-2; MRP4: Multidrug resistant protein-4;
OAT1: Organic anion transporter protein-1; OAT3: Organic anion transporter
protein-3; TFV: Tenofovir.

body weight and older age were found to contribute to an
increased risk of TDF-associated tubulopathy (76].

4.4 Pharmacogenetic factors

Genetic variants in transporter proteins involved in TFV
excretion have been associated with renal damage. This is
the case for polymorphisms at the ABCC2 gene. The haplo-
type ‘CATC (defined as the combination of the polymor-
phisms at positions -24, 1249, 3563 and 3972) (771 and the
allele -24C (78] have been associated with an increased risk of
TDF-associated tubulopathy. It remains still unclear by which
mechanism these genetic variants may predispose to renal
tubulopathy (79].

The MRP4, coded by the ABCC4 gene, plays an important
role in the excretion of TFV. A C>T polymorphism at the
ABCC4-669 gene has been found to be more frequent in
patients experiencing renal tubular damage [77], although this
finding has not been confirmed by others (78]. Currently,
information about the effect of genetic polymorphisms on
the risk of renal toxicity using TDF is a matter of controversy
and requires further examination [79].

5. Conclusion

While most studies have shown a relatively good renal safety
profile of TDF [27,38,.80], reports of kidney damage associated
with TDF therapy are increasingly been reported [65.81].

Rodriguez-Novoa, Alvarez, Labarga & Soriano

Several risk factors for developing nephrotoxicity in patients
treated with TDF have been identified, including classical
predisposing conditions for renal disease in the general popu-
lation, such as older age, low body weight, concomitant use of
nephrotoxic medications and HCV co-infection [60,65,81].
More recently, polymorphisms at genes that code for trans-
porter proteins have also been associated with an increased risk
of kidney tubular dysfunction in patients treated with
TDF [77-79]. Moreover, TEV plasma levels have been associ-
ated with the risk of tubular damage. Clearly, TDF-associated
renal damage is multifactorial, as shown in Figure 1.

Opverall, TDF seems to be generally safe for the kidney in
most subjects and at least in the short-term and especially
with regard to glomerular function. However, assessment of
the tubular function may permit recognizing kidney abnor-
malities more frequently in patients treated with TDF, and
the long-term consequences of mild chronic tubular dys-
function must be examined. This advice is worthy as TDF
has become the backbone of the most widely prescribed
antiretroviral regimens.

6. Expert opinion

The safety of the long-term use of TDF remains uncertain and
there is increasing concern about the consequences of chronic
renal damage in patients receiving TDF (s1]. Although initial
clinical trials and post-marketing studies failed to show any
serious and frequent renal toxicity of TDF [23,24,38,80], more
recent evidences from case reports and cohort studies suggest a
clear association between TDF prolonged use and nephro-
toxicity (81]. Kidney damage may present as acute renal failure,
generally during the first months of therapy, with impairment
of the glomerular function. This situation is very unusual on
TDF therapy. A second presentation is in the form of tubular
dysfunction, often mild although overt Fanconi syndrome
may develop in rare cases. This presentation is more common
although chronic tubular damage may pass unrecognized
given that the glomerular function is generally well preserved
in most cases [37]. This mild tubular dysfunction may affect up
to 20% of patients exposed to TDF [371. The chronic con-
sequences of significant loss of phosphate, proteins and glu-
cose are currently unknown, but an increased risk of
premature osteoporosis and osteomalacia is a worrisome
complication [56,81].

Clinical trials comparing distinct antiretroviral regimens
suggest that the risk of TDF toxicity is low, around 29%.
However, clinical trials frequently limit enrolment to subjects
who do not have risk factors. Therefore, clinical trials do not
represent the ‘real life’, because they exclude patients with
renal impairment or other predisposing conditions for renal
insufficiency. The low rate of proximal tubular toxicity
noticed in clinical practice may contribute to explain the
inability of detecting renal toxicity in clinical trials. Further-
more, subtle changes in kidney function and electrolyte levels
in patients with a normal GFR are more likely to go
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misrecognized in this setting. In clinical practice when the
renal function is compromised, as reflected by reductions in
the CrCl, physicians usually take the decision to replace TDF
in order to avoid a worsening of the renal function. Most of
these cases have not been reported. Moreover, glomerular
damage is easily identified by monitoring routine markers of
renal function such as CrCl, but tubular dysfunction is often
missed, as specific markers are not generally monitored.

Some important questions arise from the studies discussed
above. First, it is necessary to identify the subset of patients
who are at increased risk for developing renal toxicity on TDF.
Second, how often should the renal function be monitored
and what markers should be tested in order to detect earlier
abnormalities of the glomerular and especially of the tubular
function? Factors associated with renal toxicity in the
general HIV population are the same that predispose to
TDF-associated kidney toxicity (older age, pre-existing renal
illnesses, use of nephrotoxic medications, etc.). Older age
merits particular attention. Most likely, it predisposes to
kidney damage given that it extends the exposure to drugs
having exclusive or predominant renal clearance, and dose
adjustments are frequently not made until the renal function is
largely compromised. This aspect is relevant as the HIV
population is globally getting older.

Several questions remain unanswered and require further
examination. The influence of concomitant antiretroviral
medications on the risk of TDF-associated nephrotoxicity is
one of them. We already discussed why didanosine must not
be given along with TDF. However, information on the effect
of protease inhibitors warrants further studies. Moreover,
more studies assessing the significance of TFV plasma levels
and the risk of TDF-associated tubulopathy are warranted. If
this association is confirmed in prospective, larger studies,
therapeutic drug monitoring for TDF could be advisable,

especially in  high-risk  populations for  developing
kidney damage. Finally, the role of host genetics in the
susceptibility to TDF-associated tubular damage must be
further examined. Pharmacogenetics might allow the early
recognition of patients prone at greater risk for developing
tubular damage.

A second question to be solved is about how often the
renal function should be monitored and which renal markers
should be tested. Initial screening should include urinalysis
and serum creatinine levels, with estimation of the GFR by
either the CG or the MDRD equations. While these esti-
mates of the glomerular function have not been well vali-
dated in patients with HIV infection, both methods are more
sensitive than serum creatinine alone. Distinction between
glomerular and tubular function tests is crucial, as tubular
dysfunction seems to be much more common in patients
developing TDF kidney damage. Early recognition of renal
dysfunction is key to avoiding the development of serious
renal damage. While glomerular damage is easy to identify in
clinical practice, because monitoring of CrCl is a reliable
marker of renal function, the tubular function is more
difficult to assess. Most tubular parameters are not checked
on a routine basis in clinical practice. A persistent damage of
kidney tubular cells may present clinically as overt Fanconi
syndrome in the absence of suspicion. Moreover, chronic
mild tubular dysfunction may be missed along with its effects
on bone mineralization. A continuous loss of large amounts
of phosphate in urine may result in premature osteopenia
and osteomalacia.
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Abstract

response.

HIV therapy is known to be associated with a large variability in efficacy and toxicity among different individuals
even at standard doses. The reasons for this large inter-individual variability include race, gender, concomitant
medications, drug compliance, underlying diseases and host genetic factors.

Pharmacogenetic studies have focused on drug-metabolizing enzymes and membrane drug transporters to
provide a better understanding of the mechanism underlying the interindividual variations in drug exposure and

Despite of the high number of genetic polymorphisms discovered over the past few years, only a few of them
became of clinical significance. In this review, the most relevant genetic polymorphisms affecting the activity and/or
the expression of key drug-metabolizing enzymes and membrane drug transporters are summarized.

Keywords: HIV; Antiretroviral therapy; Pharmacogenetics

Introduction

The introduction of Highly Active Antiretroviral Therapy (HAART)
as standard of care has changed the natural history of HIV infection
into a manageable chronic disease requiring long-term Antiretroviral
(ARV) Treatment. However, despite of the long-time experience and
the vast drug armamentarium available for HIV infection, variability in
efficacy and toxicity remains as an important limitation for managing
HIV infection. There are multiple factors affecting the variability of
ARV response, including ethnicity, gender, age, body weight, drug-
drug and drug-food interactions, binding to plasma proteins, hepatic
impairment, disease status, pregnancy, and host genetic factors. Genetic
variations in pathways of drug absorption, disposition, metabolism
and excretion (ADME) may explain the interpatient variability and
therefore, genes encoding for transport proteins, drug-metabolizing
enzymes or nuclear receptors that encode for both transporters and
enzymes, have been the main targets of HIV pharmacogenetic studies
so far (Figure 1).

“Pharmacogenetics” is the discipline that analyses the genetic basis
for the interindividual variation in the body disposition of drugs”. The
initial candidate genes studies, in which genetic variants of host factors
that were already known to play a role in HIV-infection were tested,
have lead to genome wide association studies (GWAS), in which not
only one gene but in fact the whole genome is studied.

A number of associations between human genetic variants and
predisposition to ARV drug toxicity or risk of virologic failure has been
described in recent years. One of the most significant association is the
one established between HLA-B*5701 and Abacavir hypersensitivity
reaction and therefore, the genetic test prior prescribing Abacavir
has been introduced into antiretroviral guidelines as the standard
of care for all patients. Other well-established associations include
HLA class 1II allele HLA-DRB*0I0I and nevirapine-associated
hypersensitivity, CYP2B6 alleles and efavirenz central nervous system
side effects, UGTIAI alleles and polymorphisms at genes coding for
P-glycoprotein related with atazanavir-associated hyperbilirubinemia
and polymorphisms in the ABCC2 gene associated with TDF renal
proximal tubulopathy.

Since pharmacogenetic factors impact the clinical outcome of HIV
patients, this review provides examples of the most relevant genetic
polymorphisms affecting the most common prescribed ARV as a tool

for individualizing HIV therapy in the clinical setting. They are all
summarized in table 1.

Pharmacogenetics of non nucleoside reverse transcriptase
inhibitors (NNRTIs)

NNRTIs are used in combination with Nucleoside Reverse
Transcriptase Inhibitors (NRTIs) or Protease Inhbitors (PIs) as first
line treatment for HIV infection. They are metabolized in the liver by
the cytochrome P450 (CYP450) and their absorption and distribution
is affected by the drug transporter P-glycoprotein (P-pg) [1,2].
Polymorphisms affecting these targets may explain the large variability
that exists in NNRTTI plasma levels and they may be also related with
the adverse effects associated with them.

Pharmacogenetics of efavirenz

Efavirenz (EFV) is one of the most used NNRTIs in the first-line
antiretroviral therapy for HIV-infected patients, as well as the preferred
third drug in patients with tuberculosis (TB) coinfection requiring
rifampin-containing therapy.

The fixed dose of 600 mg once daily of EFV is related with a
significant intervariability in EFV plasma exposure and clinical
effects. EFV shows a narrow therapeutic range (1-4 pg/mL) and there
is a potential risk of infra or supra-therapeutic concentrations that
are related with virological failure or central nervous system (CNS)
symptoms. Furthermore, increased EFV exposure has been associated
not only with CNS toxicity but also with the development of resistance
after drug discontinuation [3].

EFV is oxidized primarily by hepatic CYP2B6 to form 8-hydroxy
and 7-hydroxy efavirenz, and in a lesser extent by CYP3A4/5 and
CYP2A6. Genetic polymorphisms of CYP2B6 are the most frequently
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Drug Gene (Protein) | Variants (ref.) | Genetic consequence Clinical impact Clinical relevance References
Efficacy Toxicity
e Yes EFV range: 1-4 pg/mL.
NNRTI EFV (CE:YY’;ZZBBGG) (5:552527 4) fcl;JInnc1tiZ)2nHls Disminished L(iesher lasma levels CNS adverse TT genotype associated with more |[6-9,13]
gher p effects risk for CNS adverse effects
785A>G Lys262Arg Disminished Yes é?\lss adverse Genotype 516/983 associated with [10-14]
(rs2279343) function Higher plasma levels effects increased CNS events
9837>C 11e328Thr Decreased Yes é?\lss adverse Genotype 516/983 associated with [11-13]
(rs28399499) |protein expression Higher plasma levels effects increased CNS events
lle1145lle Synonymous . Decreased likelihood of virologic
ABCB1 (P-gp) ;::1’355?42) substitution. In LD with ﬁog}ggr\:gsé?:l\ﬂltzge - failure and decreased emergence |[1,17-19]
ABCB1 1236 and 2677 of resistant virus
CYP2B6 516C>T GIn172His Disminished |Yes
NvP (CYP2B6) (rs3745274)  function Higher plasma levels No ) 23,31-33]
983T>C l1e328Thr Decreased Yes No } [35,36]
(rs28399499) | protein expresion Higher plasma levels ’
lle1145lle Synonymous . . .
ABCB1 (P-gp) ;‘;3(5)3;622) substitution. In LD with  No No Zf"’t:'e‘"ztifs:icc'sted with lower risk 37 )
ABCB1 1236 and 2677 P ¥
HLA- Yes Greater risk for hypersensitivit
HLA-DR DRB1*0101 ~ No HSR reaction P Y a2s)
HLA-C HLA-Cw*8 i} No :g; '("_5(_:‘|'aecatitg:1 risk for hypersensitivity 26,27]
HLA-B HLA-B3505 - No Yes NVP skin rash [28]
Yes
*28 . :
UGT1A1 *280=Promoter region. Gilbert’ssyndrome. |, . . I .
IPs ATV (UGT1A1) ?::g;;gg;;) (Insertion at TATA Box) No Increased levels of Higher risk of hyperbilirubinemia. [[48,61-63]
bilirubin
3435C>T ATV minimum effective
ABCB1 (P-gp) (51045642) Isljl:;:tiltlgr? yronymess nglsver ATVplasma  |No concentration= 0.15 ug/mL. el
9P) | 2677G>T : P Risk of subtherapeutic levels in TT
(rs2032585) Alago3Ser levels. carriers
63396C>T Yes Risk of subtherapeutic levels in
NR112 (PXR) (rs2472677) ) Lower ATV plasma levels TT carriers P [53,54]
Val174Arg Reduced Yes
SLCO1B1 521T>C . )
LPV (OATP1B1) (rs4149056) transport activity Higher I__PV plasma No - [64-67]
levels with CC genotype
NRTIs ABC Zt2:3*57:01 NA i No Yes fi);ge_ll\_/;é:i/persensnwlty Reaction [72-73]
HLA complex 335T>G Alternative marker for screening of
P5(HCP5)  (rs2395020)  Val112Gly No Yes individuals at risk for ABC-HSR | 528
CATC
Haplotype
(-24, 1249,
3563, 3972) NA Val417lle No Yes CATC Haplotype associated with
(rs717620, Val1188Glu lle1324lle greater risk of KTD. g
TRV ABCC2 (MRP2) rs2273697, - No Yes -24CC associated with higher risk [99-100]
rs8187694, of KTD
rs3740066)
-24CcC
(rs717620)
Yes
ABCC4 (MRP4) 2‘;3:;'2;(%4) - Higher intracellular No - [98]
TFV-DP
-669C>T ’
ABCC4 (MRP4) (r5899494) - No Yes Risk for KTD [100]
ABCC10 Intron-4 } Urine phosphate wasting and 2-
(MRP7) (rs9349256) No Yes microglobulinuria (100]
UGT1A1*28 *28 *280=Promoter region.
f RAL [A(TA7)TAA]  (rs8175347) (Insertion at TATA Box) No No . [109,110]
3435C>T lle1145lle Synonymous Allele T is associated with lower
ABCE1 (P-gp) (rs1045642) substitution. Yes No RAL plasma exposure [113]

Abbreviations: NNRTIs: non nucleoside reverse transcriptase inhibitors, EFV: efavirenz; NVP: nevirapine; IPs: protease inhibitors; ATV: atazanavir; LPV: lopinavir; NRTIs:
nucleoside reverse transcriptase inhibitors; ABC: abacavir; TFV: tenofovir; II: integrase Inhibitors; RAL: raltegravir; CYP2B6: cytochrome P-450 2B6 isoform; ABCB1: ATP-binding
cassette subfamily-B, member1; P-gp: P-glycoprotein; HLA-DR: human leukocyte antigen-DR; HLA-C: human leukocyte antigen-C; HLA-B: human leukocyte antigen-B; UGT1A1:
uridine 5'-diphospho-glucuronosyltransferase 1A1; NR112: nuclear receptor subfamily 1, group I, member 2; PXR: Pregnane X Receptor; SLCO1B1: solute carrier organic anion
transporter 1B1; OATP1B1: organic anion transporter 1B1; HCP5: human leukocyte antigen complex P5; ABCC2: ATP-binding cassette subfamily-C, memeber2; ABCC4: ATP-
binding cassette sub-family C member 4; ABCC10: ATP-binding cassette subfamily-C, member 10; MRP2: Multidrug resistance-associated protein 2; MRP4: Multidrug resistance-
associated protein 4; MRP7: multidrug resistance-associated protein 7; GIn: glutamine; His: histidine; Lys: lysine; Arg: arginine; lle: isoleucine; Thr: threonine; Ala: alanine; Ser:
serine; Val: valine; Gly: glycine; Glu: glutamic acid; CNS: central nervous system; HSR: hypersensitivity reaction; KDF: kidney tubular dysfunction.

Table 1: Summary of most relevant genetic variants that affect antiretroviral pharmacokinetics and toxicity.
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studied so far. The CYP2B6 gene is highly polymorphic and as a
consequence, there is a considerable interindividual variability in
expression and function [4,5]. Since EFV shows a narrow therapeutic
range, the risk of virological failure and toxic effects on the CNS is
worrisome. One of the most relevant polymorphisms is the change
516G>T that leads to a lower enzyme activity of CYP2B6 and therefore,
to a greater EFV exposure. Thus, patients with the slow metabolizer
genotype CYP2B6-516TT exhibit higher EFV plasma levels compared
with genotypes GG or GT, being more prone to develop CNS adverse
reactions [6-9] (Figure 2). The prevalence of the genotype CYP2B6-
516TT is above 5% for different ethnicities (20% in black population
and 6% in Caucasians) [6], and for this reason, the probability of dealing
with patients harbouring the TT genotype may be quite common in
clinical practice.

In addition, extensive CYP2B6 genotyping of relevant single
nucleotide polymorphisms (SNPs) studies have identified more variants
that account for the variability in EFV pharmacokinetics. Subjects
homozygous for the CYP2B6*6 allele, that contains both 516G>T and
the 785A>G polymorphisms, display significantly higher EFV plasma
levels than heterozygous subjects or those with the common genotype
[10]. The 983T>C polymorphism, a less frequent polymorphism only
described in Hispanic and black populations, has been shown to impact
in EFV exposure as well [11,12]. In a recent study, Ribaudo et al. [13]
established that the CYP2B6*18 allele, that harbours the 516G>T and
983T>C polymorphisms, better predict EFV pharmacokinetics and also,
slow-metabolizer genotypes were associated with increased CNS events
among white patients and decreased virologic failure among black
patients. Similarly, the CYP2B6*16 allele, that contains both 785A>G
and 983T>C polymorphisms, has been associated with greater EFV
exposure [14]. Moreover, novel alleles such as the allele *27 (defined by
593T>C) that results in 85% decrease in enzyme activity and the allele
*28 (defined by 1132C>T), that results in protein truncation, have been
also associated with a greater risk of showing high EFV plasma levels
[15].

Nuclear Receptors

PXR
CAR
L Ah-R "
Metabolic enzymes < Transcription = Transport proteins

MDR1 OATs
CYP-450 ueT
‘- , MRPs OATPs

Genetic Polymorphisms
affect ADME process
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-
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Figure 1: Main targets in HIV pharmacogenetics studies that affect ADME
process. Genes coding for nuclear receptors, transport proteins and drug-
metabolizing enzymes are the main targets of HIV pharmacogenetic studies.
Nuclear Receptors (NR) regulates metabolic enzymes and transport proteins.
Polymorphisms in these targets may affect different pathways of drug absorption,
disposition, metabolism and excretion (ADME).

Ah-R: Aryl hydrocarbon receptor; PXR: pregnane X receptor; CAR: constitutive
androstane receptor; CYP-450: cytochrome-450, UGT: uridine diphosphate
glucuronosyltransferase; P-gp: P-glycoprotein; MRPs: multidrug resistance
proteins, OATs: organic anion transporters; OATPs: organic anion transporter
polypeptides.
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Figure 2: EFV plasma levels and polymorphisms in the CYP2B6 gene.

The change 516G>T ([GIn172His]) in CYP2B6 results in a lower enzyme activity
of CYP2B6 which leads to a greater EFV plasma levels. EFV plasma levels
above 4ug/mL are associated to higher incidence of central nervous system
toxicity. The graphic shows mean EFV plasma levels according to CYP2B6-516
genotype.

EFV: Efavirenz; GG: common genotype; GT: heterozygote genotype; TT:
homozygote polymorphic genotype; CNS: central nervous system.

With regards to transport proteins, the efflux transporter P-gp,
which is encoded by the ABCBI (MDRI) gen, has been the most widely
studied. The synonymous polymorphism 3435C>T in the ABCBI gene
is related with lower expression of P-gp [16], and the allele T has been
associated with lower EFV plasma concentrations [1,17]. In spite of
this fact, the clinical consequences remain a matter of controversy with
contradictory results [1,18,19]. Similarly, genetics polymorphisms in
genes encoding for other proteins transporters such as the multidrug
resistance proteins (MRPs) are being investigated.

In a recent study conducted in 128 HIV Caucasian patients, a
pharmacokinetic/pharmacogenetic (PK/PG) model was proposed as a
tool to optimize EFV dosage. The model included the CYP2B6*6 allele,
the polymorphism ABCC4-19497C>T and the level of gamma glutamyl
transpeptidase (GGT) as the major factors influencing the EFV oral
clearance [19]. However, this type of PK/PG models need to be further
validated in another populations in order to become into a useful tool
for individualizing the therapy.

Pharmacogenetics of nevirapine

Nevirapine (NVP) is also widely prescribed for HIV-1 infection,
especially in source poor-settings and pregnant women (or those who
are trying to achieve it) and their children. Nevertheless, its use is
limited due to the related-adverse effects that appear more frequently
during the first 6 weeks of treatment and a fragile genetic barrier to
the development of drug resistance [20]. The main adverse effects
associated with NVP use are rash, that can affect up to 15% of patients
initiating NVDP, an increase in transaminases even 5 times the normal
level in about 20% of patients, fever, and the immune-mediated
hypersensitivity reaction (HSR) that may manifests as hepatotoxicity
[21,22]. The mechanism involved in the development of the adverse
events related with NVP is not well understood. Cutaneous effects
are most likely MHC class I-mediated, influenced by NVP CYP2B6
metabolism, whereas hepatic toxicity is most likely MHC class II-
mediated and unaffected by such metabolism [23].
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Several human leukocyte antigens (HLA) class I and II alleles have
been associated with rash and/or hepatitis reactions development.
The simultaneous presence of allele HLA-DRBI1*01:01 and a CD4+ T
lymphocyte count greater than 25% significantly increases the risk for
hypersensitivity and hepatotoxicity reactions to NVP [24,25]. Similar
associations have also been established for others HLA class I alleles
such as HLA*B14:02, HLA-Cw08 and HLA-B*35:05 [26-28].

Up to the present year, the majority of these studies were focused
on white populations, however in 2013, Phillips et al. [29] published
the first study to be carried out in black population, where they
highlight the need for HLA studies to be performed across other
populations, more specifically those where different HLA alleles may be
prevalent. In this study, both HLA-B*58:01 and HLA-DRBI*01:02 were
independently associated with increased hepatotoxicity during NVP
therapy [29]. In relation to rash reaction, a GWAS study conducted in
Thai population has recently reported that genetic variations within
CCHCRI (rs1265112) on chromosome 6p12.3 are strongly associated
with NVP-induced rash [30].

NVP is metabolized primarily by CYP3A4 and 2B6 enzymes into
its major metabolites 2-hydroxynevirapine and 3-hydroxynevirapine,
respectively, with a minor contribution from CYP3A5 [31]. Several
studies have reported that the polymorphisms 516G>T and
983T>C in the CYP2B6 gene are associated with variations in NVP
pharmacokinetics in ethnically diverse populations [32-36], although
the clinical impact remains uncertain since an association between
greater NVP exposure and toxic effects has not been fully demonstrated.

In regards to P-gp, it has been hypothesized that polymorphisms
affecting its activity might influence intracellular concentrations, and
therefore, the related toxicity. The polymorphism ABCBI-3435C>T
has been associated with a decreased risk of hepatotoxicty in patients
receiving NVP [37-39]; nevertheless, this observation is paradoxical
since a lower expression of P-gp would lead to a greater accumulation
of NVP inside the hepatocytes.

Pharmacogenetics of etravirine

Etravirine (ETV) is a second generation NNRTT approved by Food
and Drug Administration (FDA) in 2008. It is metabolized by CYP3A,
2C9, and 2C19 and the resultant metabolites are glucuronidated
by uridine 5’-diphospho-glucuronosyltransferase (UGT) enzymes
[40]. ETV concentrations are highly variable, explained in part by
interactions with food intake and other medications.

The contribution of host genetic factors was investigated in a recent
study in which, patients who carried the allele CYP2C19*2, that leads
to a truncated protein, had lower ETV clearance [41]; however, this
finding may not have clinical impact.

Pharmacogenetics of protease inhibitors

Protease Inhibitors (PIs) family includes the major number of
ARV and they are also the preferred third drug as part of HAART.

PIs have marked inter-individual variability in bioavailability and
plasma pharmacokinetics, which might be explained by variation in
drug metabolism. PIs are not only metabolized by CYP3A4 but also
inhibitors of the CYP3A. Some of them are inhibitors of the UGT1A1,
the enzyme responsible for bilirubin glucuronidation.

Furthermore, drug transporters, such as Pgp, play an important role
in the disposition, metabolism and clearance of the PIs. Thus, genetic

polymorphisms affecting the expression/activity of enzymes and
transport proteins may affect the bioavailability and body distribution
of PIs [2,42-44].

Pharmacogenetics of atazanavir

Atazanavir (ATV) is currently recommended in first-line regimens
for treatment-naive HIV-infected patients as well as switch regimens
for patients with intolerances to other ARV drugs.

Several drawbacks are associated with its clinical use, such as poor
and highly variable oral bioavailability, the extensive metabolism of
ATV by CYP3A4 in the liver and intestine as well as a large number of
drug-drug interactions. In addition, the associated jaundice side effect
is one of the main deterrents for patients’ compliance.

Polymorphisms affecting efficacy of atazanavir: ATV
bioavailability shows high interpatient variability and ATV plasma
concentrations are influenced by many processes that are mediated
by different transport proteins and metabolizer enzymes. Since ATV
plasma concentrations correlate with treatment response, and in fact,
a minimum effective concentration of 150 ng/mL has been proposed
as a target in treatment guidelines, polymorphisms affecting ATV
disposition affect its clinical efficacy.

P-gp has been demonstrated to transport ATV [45,46]. The
polymorphism ABCBI1-3435C>T has been associated with variations in
ATV plasma levels regardless the dosage. Patients with the CC genotype
display higher ATV levels than those with CT/TT genotype [47,48].
This nucleotide change does not change the encoded amino acid and
therefore, it would not be the cause of altered activity of the transporter
but may be associated with one or more causal variants in the poorly
characterized stretch of linkage disequilibrium (LD) surrounding it [49].
It has been proposed that polymorphism 2677G>T/A is responsible for
the aforementioned functional consequences due to the fact that it is
frequently linked to the 3435 SNP [50,51]. Nucleotide substitution at
2677G>T/A results in changes in the amino acid 893, Ala893Ser/Thr,
but the functional implication remains unknown so far.

Other transport proteins such as MRPs seem to play a minor
role in ATV efflux from cells whereas organic anion transporter 1B1
(OATP1B1), encoded by SLCOIBI, is involved in the ATV uptake
inside the cells [46, 52]. Studies focus on polymorphisms at these genes
could be of great interest.

The transcription of metabolic enzymes and transport proteins is
regulated by nuclear receptors (NR). One of the most important ones
is the Pregnane X Receptor (PXR) encoded by the NRII2 gene. PXR
regulates the expression of CYP3A4, ABCBI (P-gp) and SLCOIBI
(OATP1B1) and consequently, genetic variations in this receptor
may affect the antiretroviral pharmacokinetics [46]. The most studied
polymorphism at NR1I2 is the 63396C>T, which has been associated
with an increased activity of CYP3A4, leading to variations in ATV
exposure. In this regard, homozygosity for the NR112-63396-T genotype
is a predictor for sub-therapeutic ATV levels [53,54].

In the matter of the above, ATV plasma concentrations are associated
with several SNPs involved in its distribution and metabolism. In a
study conducted by Siccardi et al. [53], a score based in 3 SNPs, ABCBI
(3435C>T), SLCO1BI (521T>C) and PXR (63396C>T), was proposed
as the best predictor of unboosted ATV plasma exposure in the clinical
setting [55]. The pharmacogenetic score was calculated as the sum of
favourable genotypes. An “unfavourable genotype’, defined as having
none or 1 of the SNPs mentioned above present, was associated with
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lower ATV plasma levels while “favourable genotype” which has 2 or
3 of the SNPs, was associated with greater ATV plasma levels. More
recently, Bonora et al. [56] have shown that individualisation of ATV
schedule according to the score based on these SNPs allowed to
optimise ATV exposure when administered with TDF/FTC.

Polymorphisms related with Hiperbilirubinemia due
to Atazanavir treatment: ATV is known to cause indirect
hyperbilirubinemia by inhibiting the enzyme UGT1Al, which is
responsible for bilirubin conjugation in the liver to be eliminated
from the body. About 20%-50% of patients exposed to ATV may
develop hyperbilirubinemia that can be severe in about 6% of cases
[57]. Several studies have shown the correlation between ATV plasma
levels and the risk of bilirubin elevations [47,48,58]. Polymorphisms
at the UGTIAI gene have been related with a diminished activity of
the enzyme, affecting the metabolism of bilirubin. The variant allele
UGTIAI1*28 is associated with Gilbert’s syndrome, an inherited
unconjugated hyperbilirubinemia disorder [59,60]. Alelle *28 contains
seven repeats of the dinucleotide TA (TA,) at the promoter of the gene
instead of six (TA,) typically of the common allele (UGT1A1*1). In this
setting, plasma bilirubin levels are further increased in ATV recipients
when the UGTI1A1*28 allele is present [48,61,62] (Figure 3). Another
polymorphism in the UGT1A1 promoter (rs887829) associated with
ATV hyperbilirubinemia has been proposed as the strongest genetic
predictor of peak bilirubin in a GWAS conducted very recently. In
this study, the likelihood of on-treatment hyperbilirubinemia in ATV
recipients increased with higher baseline bilirubin and hemoglobin,
and further increased with rs887829 [63].

Pharmacogenetics of lopinavir

Lopinavir (LPV) is mainly metabolized by CYP3A enzymes
and is also a substrate of the efflux transporters encoded by ABCBI,
ABCCI and ABCC2 genes, which contribute to its low and variable oral
bioavailability.

A common SNP in the SLCO1B1 gene, 521 T>C, has been associated
with higher plasma levels of LPV [64-67], but the clinical significance is
still uncertain and further studies are needed to confirm this association
and to assess the impact on LPV pharmacokinetics.

Likewise, an association between 4544G>A polymorphism in

Gilbert”s Syndrome: associated with alelle
UGT1A1*28 (TA,;)

Patwents wih
severe hyperbilirubinemia B

Heme

Glucuronid acid

Conjugated

bilirubin ||- &

i I

TAaTAs TAsTAr TAnTAr
LUGT1A1 genotypes

Bilirubin

ATV

Elevated unconjugated
bilirubin levels

Modified from Rodriguez-Névoa et al, AIDS 2007

Figure 3: Hiperbilirubinemia associated with ATV and UGT1A1 gene.

UGT1A1 is the liver enzyme that conjugates the bilirubin to be eliminated. The
insertion of an extra dinucleotide (TA) on the UGT71A1 promoter results in a
decreased enzyme activity. Patients with this genetic condition who are treated
with ATV will face higher risk of developing severe hiperbilirubinemia, compared
to those not showing this specific genetic condition. The graphic shows the
percentage of patients on ATV300/r who develop severe hyperbilirrubinemia
according to the UGT1A1 genotype.

UGT1A1: uridine diphosphate glucuronosyltransferase 1A1; ATV: atazanavir.

ABCC2 and LPV accumulation in peripheral blood mononuclear
cells has been reported in a small cohort of HIV-infected patients
[68]. Nevertheless, further investigations are needed to confirm this
association and to explore the real pharmacodynamic impact.

Pharmacogenetics of nucleos(t)ide reverse transcriptase
inhibitors

Nucleos(t)ide reverse transcriptase inhibitors (NRTIs) are the
back bone commonly used in ARV therapy. Since its metabolism is
little mediated by CYP450 enzymes, there is no evidence that genetic
polymorphisms of P450 affect NRTI disposition. By contrast, MRPs are
known to play a role in the cellular efflux of NRTTs and therefore, genetic
variations in these proteins have been associated with intracellular
levels of NRTTs [69]. In the other hand, pharmacogenetic studies of the
HLA system may explain some of the toxicity reactions associated with
this class of ARV.

Pharmacogenetics of abacavir

Abacavir (ABC) is widely prescribed as part of the HAART
regimen although about 5-8% of Caucasian patients who receive ABC
develop a HSR within the first 6 weeks of treatment [70,71]. Symptoms
include fever, rash, gastrointestinal disturbances, and lethargy. It
normally improves after 24h of ABC discontinuation but subsequent
rechallenge with ABC is extremely dangerous, resulting in a recurrence
of symptoms and lastly, life threatening complications and death.

Fortunately, it has been discovered a strong association between
ABC-HSR and the 57.1 haplotype at the HLA (defined by the presence
of HLA-B*57:01, HLA-DR7 and HLA-DQ3) [72-74]. The HLA region is
the most polymorphic locus in the genome, which further complicates
studies. Nevertheless, this association has been confirmed in different
ethnicities despite of the fact that the prevalence of the HLA-B*57:01
across different ethnic groups is heterogeneous (Caucasians 4%,
Asians 2%, Hispanics 1% and Blacks 0.5%) [75-78]. One of the most
important studies supporting the clinical usefulness of the screening
of the HLA-B*57:01 was the one published by Mallal et al. [75] in 2008
in which a large number of patients were enrolled. Prospective studies
as well as cost-effectiveness studies of HLA-B*51:01 testing have force
its incorporation in the HIV treatment guidelines before prescribing
ABC [78-81]. In fact, the HLA-B*51:01 testing has been the first
pharmacogenetic test used in the clinical practice to the management
of HIV infection.

HLA-B*57:01 testing is expensive, time consuming and requires
specialized laboratories; in consequence, another genetic marker
has been proposed as surrogate of the HLA-B*57:01 allele. The
polymorphism 335T>G located within the HLA complex P5 gene,
HCP5, has been found to be in high linkage disequilibrium (LD) with
HLA-B*57:01 [82,83]. Several studies have explored the potential of
HCP5 testing to predict the ABC-HSR and they have demonstrated
that HCP5 testing is cheaper, less time-consuming and easier to
perform than HLA typing [82-85] and therefore, genotyping the HCP5
SNP has increasingly been adopted as a simple method to screen for
susceptibility to ABC-HSR. However, the fact HCP5 occurs within a
region of copy number variation and the fact LD is incomplete and may
vary between ethnicities, should be considered when using the HCP5
SNP as a surrogate marker for HLA-B*57:01 [86].

Pharmacogenetics of tenofovir

Tenofovir (TFV) is a NRTI widely used for the treatment of HIV
infection. It is a drug of choice both for first line therapy in naives and
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Figure 4: Main transport proteins involved in elimination of TFV from tubular renal
cells.

Genetic polymorphisms in transport proteins may influence the elimination of TFV.
The more relevant polymorphisms associated with tubular damage are listed on
the right side of the figure.

TFV: tenofovir;, TFV-MP: tenofovir monophosphate; TFV-DP: tenofovir
diphosphate; OAT1: organic anion transporter protein-1; OAT3: organic anion
transporter protein-3; MRP2: multidrug resistant protein-2; MRP4: multidrug
resistant protein-4; MRP7: multidrug resistant protein-7.

pre-treated patients along with other two active drugs as part of HAART.
Despite of the gentle renal profile reported in large clinical trials and
postmarketing studies [87-89], some prospective cohort studies and
cases report have alerted about tubular renal damage associated with
TFV in long term use [90-93].

The mechanism by which TFV may cause renal damage is not well
understood, although interference with transport proteins in the renal
tubule may play a role.

TFV enters the proximal tubule cells through the human organic
anion transporters (OATs), encoded by SLC22A genes, mainly OAT1
and in a lesser extend OAT3 [94,95] and it is excreted into the urine by
MRPs (encoded by ABCC genes), mainly MRP4 [96,97]. TFV-associated
renal proximal tubulopathy has been linked to genetic variants in genes
that encode for these proteins. Polymorphisms in SLC22A have been
examined and no relationship with toxicity has been found [98,99],
whereas, polymorphisms at the ABCC2 gene, which encodes for MRP2,
has been associated with TFV renal damage. The haplotype “CATC”
(defined as the combination of the polymorphisms at positions -24C>T,
1249G>A, 3563T>A and 3972C>T) [100] and the allele -24C [98]
have been associated with an increased risk of TFV-associated kidney
tubular dysfunction (KTD). Furthermore, MRP4 (encoded by ABCC4)
[98,100] and MRP7 (encoded by ABCCI10) [101] seem to play a role
in the pathogenesis of KTD. A 669C>T polymorphism at the ABCC4
gene has been found to be more frequent in patients experiencing renal
tubular damage [100] and another polymorphism within ABCCIO
gene has been associated with urine phosphate wasting and p2-
microglobulinuria, which are indicative of renal tubular dysfunction
[101]. Regardless of these associations, currently information about the
effect of genetic polymorphisms on the risk of renal toxicity using TFV
is a matter of controversy and requires further examination.

Besides pharmacogenetic markers related with KTD, TFV plasma
concentrations have been also associated with an increased risk of
KTD, since patients developing tubulopathy have higher TFV levels
than patients with normal tubular function [102-104]. If these findings
were demonstrated in prospective studies, it would be possible the
early recognition of patients at risk of developing tubular damage. The
use of pharmacogenetics markers along with TFV quantification may
alert physicians to closely monitor renal function to avoid later kidney
dysfunction.

Pharmacogenetics of integrase inhibitors

Integrase inhibitors (INT) are a novel family of ARV, which prevent
the integration of reverse transcribed viral cDNA into the cellular
chromosomes, a key step in the HIV life cycle. Since they inhibit a
different process from the classical ones, cross-resistance with other
families is not expected. Raltegravir (RAL) is the first INI approved for
the treatment of HIV infection for both naives and pretreated patients
and it is a very attractive option of treatment due to its potency and
good safety profile.

Pharmacogenetics of raltegravir

RAL plasma concentrations display a large inter and intra-
individual variability, being the coeficient of variation (CV) 212% and
122%, respectively. Gender, race, age, body mass index, food intake,
renal or hepatic insufficiency have not shown a clinically meaningful
effect on RAL pharmacokinetics [105-108].

RAL is mainly metabolized by UGT1Al and therefore,
polymorphisms at this enzyme, such as the allele *28 associated
with the well-known Gilbert syndrome, have been studied. Plasma
concentrations of RAL have been reported to be slightly higher in
individuals with the UGTIAI1*28/*28 genotype than in those with
the UGT1A1*1/*1 genotype. However, this increase is not clinically
significant, and no dose adjustment of RAL is recommended for
individuals with the UGT1A1*28/%28 genotype [109,110].

RAL is not a substrate and neither inhibit nor induce CYP450
enzymes, nevertheless, it has been reported that RAL is a substrate
of the P-gp [111,112], and consequently, polymporhisms in transport
proteins might contribute to explain the large intra- and inter-
individual variability of RAL exposure. A recent study in a Spanish
HIV RAL-cohort showed that the polymorphism at ABCBI-3435C>T
was associated with RAL concentrations. Patients carrying CT or TT
genotypes displayed lower median RAL concentrations than those with
the CC genotype. Although PK/PD analyses do not suggest a threshold
RAL concentration associated with reduced efficacy, patients carrying
CT/TT genotypes at the P-gp gene might be more prone to virological
failure [113].

Moreover, it has been reported that RAL is a substrate for the influx
transporters OAT1 (SLC22A6) and PEPT1 (SLCI15A1) [114]. Further
studies in which transport proteins involved in RAL disposition
and elimination would be examined together might provide a better
understanding of the pharmacokinetics of RAL.

Pharmacogenetics of entry inhibitors

HIV uses CCR5 and/or CXCR4 as a co-receptor to entry into host
cells. The CCRS is likely the most physiologically important coreceptor
during natural infection and is involved in the activation of leukocytes.
This protein belongs to the beta chemokine receptors family of integral
membrane proteins and normal ligands for this receptor are able to
suppress HIV-1 infection in vitro. Maraviroc (MVC) is the first licensed
CCRG5 antagonist and effectively inhibits the interaction between HIV
and CCR5 [115], representing a useful clinical tool in the treatment of
HAART-experienced patients harboring viruses with selective tropism
for the CCR5 receptor. Patients infected with X4 or dual viruses are not
benefit of MVC based regimen.

CCR5-A32 is an allele of CCR5. This allele is found in 5-14% of
Europeans but is rare in Africans and Asians. The A32 deletion results
in a nonfunctional receptor, thus preventing HIV R5 entry. The
presence of two copies of this allele provides strong protection against
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HIV infection whereas the presence of one copy of this allele delays
disease progression [116]. However, genetic variations in the CCR5
chemokine receptor gene have not shown to impact the virological
response to MVC [117].

On the other hand, MVC is substrate of CYP3A4 and P-gp, hence,
dose adjustment is frequently required when coadministered with
drugs that alter its pharmacokinetics [118,119]. More recently, MVC
has been identified as substrate of the transport protein OATP1B1 and
the polymorphism 521T>C seems to be associated with higher MVC
plasma levels [119]. The clinical usefulness of this finding needs to
be tested in larger cohort of patients and validated for different dose
groups.

Thus, the only genetic test that is mandatory to perform before
starting MVC treatment is the determination of the viral tropism that it
is not a host genetic test but a viral genetic test [120].

Conclusion and Clinical Relevance

The pharmacogenomic field is a very recent discipline but is being
avidly explored to understand and better predict efficacy and toxicity of
treatments in several diseases. Pharmacogenetic studies have focused
on drug-metabolizing enzymes and membrane drug transporters
to contribute to the understanding of the mechanism underlying
the interindividual variations in drug exposure and response. Novel
techniques that allow studying a vast number of genes, such as the
GWAS, provide very valuable information. Despite of the high number
of genetic polymorphisms discovered over the past few years, only a
few of them became of clinical significance. The study design, selection
of genes variants, differences regarding the ethnicity, population
variability or environment influence, along with the complexity of the
genetic techniques and the interpretation of the results, are some of the
variables that limit the application of pharmacogenomics.

In clinical practice, two of the more common scenarios to deal with
when introducing pharmacogenetics into the clinic are: a) the target
affected by genetic variants is linked with a well-defined condition
(HLA-B*57:01 and ABC, UGT1A1*28 and ATV, CYP2B6-516 and EFV,
HLA-DRB*0101 and NVP) and b) no consensus exists for defining an
altered function/parameter (ABCC genes and TDF).

In the first scenario, the target affected by genetic variants is linked
with a well-defined condition, and therefore is easy to interpret. The
association between HLA-B*5701 and ABC-HSR is the best example
of the usefulness in bringing pharmacogenetics to the clinic. This
genetic test has demonstrated to be cost-effective in most ethnic groups
and current guidelines for ARV therapy advice to perform it prior
initiation of ABC containing regimens. The Clinical Pharmacogenetic
Implementation Consortium (CPIC) guidelines are published and
updated periodically on http://www.pharmgkb.org in order to provide
recommendations for the use of ABC based on HLA-B genotype.

In the case of ATV, the most relevant polymorphisms are those
affecting UGT1A1l and P-gp activity. Polymorphisms in the P-gp
influence ATV plasma concentrations which are related both with
response and increases in bilirubin plasma levels. This is particularly
important when ATV is administered unboosted or in those pre-treated
patients in whom greater ATV concentrations may be needed to inhibit
virus replication, as well as in those patients with Gilbert’s syndrome.
Genotyping for UGTIAI*28 and screening for ABCBI 3435C>T
polymorphism would identify HIV-infected individuals at risk of
developing hyperbilirubinemia and decrease episodes of jaundice.

Regarding NNRTIs, slow metabolizer recipients (CYP2B6-
TT) could help to guide dose reductions and prevent toxicities and
resistance after drug discontinuation in EFV recipients. Likewise,
genetic screening for preventing the HRS and the risk hepatotoxicity
would be a promising approach toward a safer use of NPV in clinical
practice.

The second scenario is that in which no consensus exists for
defining an altered function/parameter. This is the case of TDF and
its association with kidney tubular dysfunction (KTD), in which
neither the criteria to define KTD nor the mechanism implicated is
well established. Several polymorphisms in renal transport proteins
have been proposed to play a role in the development of KTD as well
as higher TDF plasma levels. One of the main clinical consequences
of the KTD is the phosphate waste which can ultimately lead to
ostepenia and osteoporosis. In this regard, information derived from
pharmacogenetics and pharmacokinetics studies may help to identify
the subset of individuals at greater risk for developing more severe renal
injury and loss of bone density.

In the lights of the above, the more tools the clinicians manage, the
better clinical outcome will be achieved. Available pharmacogenetic tests
combined with therapeutic drug monitoring (TDM) of parent drugs
and/or metabolites, would be a complementary tool when attempts
are made to individualize dosing regimen, maximize drug efficacy
and enhance drug safety. In a recent review about pharmacogenomics,
Rotimi and Jorde [121] also highlight the need for depth analysis of the
available GWAS data, more advances in technologies and sequencing
the complete genome (whole-genome sequencing-WGS-) to identify
low frequency or rare variants that are associated with HIV infection.
In addition, data collections should be extended to as many diverse
populations as possible, being particularly important in African
populations due to the high HIV prevalence rate and the high level of
genetic diversity. In the future, the individualized medicine will likely
consist of a combined approach using the knowledge of drug, virus,
and host factors information to guide the personalized prescription in
which, the right drug will be given to the right person.
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3TC: Lamivudina.

ABC: Abacavir.

ABC: Area Bajo la Curva.

ABCB: del inglés ATP-binding cassette subfamily-B (superfamilia de transportadores
dependientes de ATP, subfamilia B).

ABCC: del inglés ATP-binding cassette subfamily-C (superfamilia de transportadores
dependientes de ATP, subfamilia C).

ADN: Acido DesoxirriboNucleico.

ADNc: ADN complementario.

ADNCccc: ADN circular covalentemente cerrado.

ADNds: ADN de cadena doble

ADNmt: ADN mitocondrial.

ALT: alanina aminotransferasa.

APV: Amprenavir.

ARN: Acido RiboNucleico.

ARNm: Acido RiboNucleico mensajero.

ARNss: Acido RiboNucleico de cadena sencilla.

ARV: Antirretroviral.

ATP: del inglés, Adenosine 5’'TriPhosphate (adenosina 5’trifosfato).
ATV: Atazanavir.

AZT: Zidovudina.

C1on :Concentracioén a las 12 horas

CCR5: C-C chemokine receptor type 5

CG: Cockcroft-Gault.

CKD-EPI: del inglés Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration.
CICr: Aclaramiento de creatinina.

COBI: Cobicistat.

CrS: Creatinina Sérica.

CV: Carga viral plasmatica.

Cualle: cOncentracion plasmatica Valle.

CXCR4: CXC chemokine Receptor 4
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CYP450: Sistema enzimatico Citocromo P-450

DA4t: Estavudina.

ddl: Didanosina.

ddx: dideoxiuridina.

DEXA: del inglés Dual-energy X-ray absorptiometry (absorciometria de rayos X de
doble

energia)

DRV: Darunavir.

DTP: Dafio Tubular Proximal.

DTR: Disfuncién Tubular Renal.

EA: Efecto Adverso.

EDTA: del inglés, Etilen-Diamine-Tetraacetic Acid (acido etilendiaminotetracético).

EF: Excreccion fraccionada.

EFac: Excrecidn Fraccionada de acido urico.

EFV: Efavirenz.

EMEA: del inglés, European Medicins Agency (agencia europea de medicamentos).
ENF: Enfuvirtida (T20).

ERC: Enfermedad Renal Crdnica.

ETF: Excrecion Total de Fosfato.

ETR: Etravirina.

EVG: Elvitegravir.

FDA: Food and Drug Administration

FG: Filtrado glomerular.

FTC: Emtricitabina.

gp: Glicoproteina.

GWAS: del inglés, Genome Wide Association Studies (estudios de asociacion de
genoma completo).

HLA: del inglés, Human Leukocite Antigen (antigeno leucocitario humano).

HPLC: del inglés High Performance Liquid Chromatography (Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion).

HTA: Hipertensidn arterial.
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IC50: Concentracion de farmaco necesaria para inhibir la produccion viral un 50%.
IDV: Indinavir.

IF: Inhibidores de la fusion.

IN: Integrasa Viral.

InIN: Inhibidores de la Integrasa.

IP/r: Inhibidores de proteasa potenciados con ritonavir.

IP: Inhibidores de la proteasa

IQR: del inglés, interquartile range (rango intercuartilico).

ITIAN: Inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucledsido

ITINAN(t): Inhibidores de la transcriptasa inversa andlogos de nucleédtido

ITINAN: Inhibidores de la transcriptasa inversa no andlogos de nucledsido

Kb: Kilobases

LMWP: del inglés Low Molecular Weight Proteins (proteinas de bajo peso molecular).
LPV: Lopinavir.

MCH: del inglés Major Histocompatibility Complex (complejo mayor de
histocompatibilidad).

MCP: Monitorizacion de Concentraciones Plasmaticas.

MDRD: del inglés Modification of Diet in Renal Disease.

MRP: del inglés Multidrug resistance-associated protein (Proteina de
Multirresistencia a farmacos).

MVC: Maraviroc

NAG: del inglés N-acetyl-beta-D-glucosaminidase (enzima N-acetil-beta-D-
glucosaminidasa).

NAVIH: Nefropatia asociada a VIH.

NCBI: del ingles National Center for Biotechnology Information (centro nacional de
informacién biotecnoldgica).

NGAL: del inglés Neutrophil gelatinase associated lipocalin (lipocalina asociada a la
neutrofilo gelatinasa).

NK: del inglés, Natural Killer.

NPTa: del inglés, Sodio-Phosphate (Na-P) Cotransporter, type lla (Transportador de

Na-K, tipo lla, también NaPilla)
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NVP: Nevirapina.

OAT: del ingles Organic Anion Transporter (proteina transportadora de aniones
organicos)

OATP: del ingés organic anion transporter polypeptide (polipéptidos transportadores
de aniones orgénicos ).

OR: del inglés odds ratio (razon de probabilidades).

PCR: del inglés Polymerase Chain Reaction (reaccién en cadena de la polimerasa).
peglFN: interferdn pegilado.

P-gp: del inglés P-glycoprotein (glicoproteina-P)

PR: proteasa.

RAL: Raltegravir.

RBP: del inglés Retinol Binding Protein (Proteina de unién a Retinol).

RBV: ribavirina.

RHS: Reaccion de Hipersensibilidad.

ROC: del inglés Receiver Operating Characteristic.

RPV: Rilpivirina.

RT: del ingles Retrotranscriptase (Transcriptasa Inversa Viral).

RTF: Reabsorcion Tubular de Fosfato

RT-PCR: del inglés Reverse Transcription — Polymerase Chain Reaction (reaccion en
cadena de la polimerasa de transcriptasa inversa).

RTV: Ritonavir.

SF: Sindrome de Fanconi.

SI: estandard interno.

SIDA: Sindrome de inmunodeficiencia adquirida.

SLC: del inglés SoLute Carrier (transportador de soluto).

SNP: del inglés Single Nucleotide Polymorphism (polimorfismo de nucléotido Unico).
SQV: Saquinavir.

TAR: Tratamiento Antirretroviral.

TARGA: Terapia Antirretroviral de Gran Actividad.

TDF: Tenofovir.

TFG: Tasa de Filtrado Glomerular.
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TFV: Tenofovir disoproxil.

TI: Transcriptasa Inversa Viral.

TmPOA4: Tasa maxima de reabsorcion de fosfato.

TPV: Tipranavir.

UNAIDS: del inglés The Joint United Nations Programme on HIV and AIDS.
VHB: Virus de la Hepatitis B.

VHC: Virus de la Hepatitis C.

VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana.
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