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La terapia antirretroviral combinada es la que se utiliza para el tratamiento del virus 

VIH y ha permitido que el SIDA haya pasado de ser una enfermedad mortal a 

crónica. Sin embargo, su uso se ha asociado con la aparición de diversos efectos 

adversos, entre ellos las enfermedades cardiovasculares. Debido a que los 

fármacos se pautan de manera combinada, es difícil establecer la implicación de 

cada uno de los fármacos en estos efectos adversos. Abacavir (ABC) —inhibidor de 

la transcriptasa inversa análogo de nucleósido (ITIAN), concretamente de la 

guanina (purina endógena)— ha sido relacionado con un mayor riesgo de padecer 

infarto de miocardio. No obstante, entorno a esta asunción existe una gran 

controversia a consecuencia del desconocimiento del mecanismo de acción por el 

cual estuviera provocando la toxicidad cardiovascular. 

Se ha descrito que ABC tiene efectos proinflamatorios, sin embargo, existe un 

desconocimiento del papel de ABC sobre la función plaquetaria, célula clave en el 

paso de inflamación a trombosis. Por tanto, el objetivo principal de este estudio fue 

analizar el efecto de ABC y de otros antirretrovirales sobre las diferentes fases de la 

trombogénesis in vitro; y sobre la generación del trombo in vivo así como explorar 

los mecanismos por los que ABC pudiera ser protrombótico.  

Se utilizaron células endoteliales obtenidas de cordón umbilical y células 

sanguíneas aisladas (PMNs, plaquetas) de sangre entera obtenida de donantes 

sanos. Por una parte, se evaluó, in vitro, el efecto de ABC y de otros antirretrovirales 

a concentraciones clínicamente relevantes sobre las diferentes fases implicadas en 

la trombogénesis [interacción plaqueta-endotelio, plaqueta-leucocito y plaqueta-

plaqueta (agregación)]. Estas interacciones se evaluaron con una cámara de flujo, 

un citómetro de flujo y un agregómetro, respectivamente. También, se analizó por 

citometría de flujo la activación plaquetaria mediante la cuantificación de la 

expresión de P-selectina y de GPIIb/IIIa. Así, se observó que ABC, pero no el resto 

de los antirretrovirales, induce la interacción de las plaquetas tanto con el endotelio 
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como con los leucocitos a través de los receptores purinérgicos P2X7, ya que al 

bloquear los mismos con antagonistas farmacológicos del receptor, los efectos de 

ABC desaparecieron. Además, la plaqueta no fue la célula responsable de estos 

efectos, sino que fueron las células endoteliales o los leucocitos. En este sentido, 

ABC no promovió ni la agregación plaquetaria ni la activación de las mismas, 

confirmando que la plaqueta juega un papel pasivo en esta respuesta. Por otro 

lado, se analizó la capacidad de ABC y de otros antirretrovirales de promover la 

formación de un trombo inducido por FeCl3 en un modelo murino estandarizado 

por microscopía intravital. Los resultados obtenidos in vivo confirman que ABC es 

capaz de promover la formación de un trombo en un proceso dependiente de la 

presencia de leucocito y del receptor P2X7, ya que el efecto se revirtió en ausencia, 

o bien del leucocito —utilizando un modelo leucopénico inducido por 

ciclofosfamida—, o bien del receptor —empleando tanto antagonistas 

farmacológicos del receptor como un modelo murino deficiente en el receptor 

P2X7 (P2X7 KO)—. 

Los resultados obtenidos señalan a ABC como factor de riesgo en el desarrollo de 

enfermedades cardiovasculares, comorbilidad de los pacientes con VIH, debido a 

su carácter protrombótico que podría justificar la asociación de ABC con un mayor 

riesgo de infarto de miocardio en pacientes infectados por VIH. 
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I.A. INTEGRIDAD CARDIOVASCULAR: INFLAMACIÓN, HEMOSTASIA Y 

TROMBOSIS 

I.A.1. Integridad cardiovascular 

I.A.1.1. Endotelio 

El endotelio es el órgano que reviste tanto los vasos linfáticos como los sanguíneos 

(arterias, capilares y venas). A diferencia de la gran mayoría de los órganos, presenta 

una distribución espacial a través de todo el organismo. Se estima que en un adulto 

humano, el endotelio, pesa alrededor de un kilogramo y tiene una extensión 

superficial entre 4000 y 7000 m2 A. Maraviroc B. Fostemsavir C. Enfuvirtida D. Ibalizumab (1). Además, 

está constituido por entre 1·1013 y 6·1013 células endoteliales (CE) polarizadas, es 

decir, células en las que se diferencian dos dominios, el apical y el basolateral (2). 

La zona apical —recubierta por el glicocálix1— se dispone hacia el lumen del vaso y, 

por ende, está en contacto con la sangre o con la linfa; mientras que la zona 

basolateral —recubierta por una lámina basal de glicoproteínas— se dispone hacia 

los tejidos circundantes (tejido conectivo laxo). El endotelio, la lámina basal y el 

tejido conectivo laxo configuran la túnica íntima, que es la capa más interna de los 

vasos. Además de la túnica íntima, los vasos están formados por otras dos túnicas: 

la media y la adventicia (Figura 1); excepto los capilares que únicamente tienen la 

túnica íntima. 

 
1 Glicocálix es una estructura, formada por proteoglicanos, glucosaminoglicanos (GAG), 

glicoproteínas y glicolípidos, que provee al endotelio de una barrera ante la sangre o la linfa. 
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Figura 1. Estructura de una arteria. En las arterias se distinguen la túnica adventicia formada por 

tejido conectivo; la túnica media formada por células musculares lisas y una lámina elástica; y, la 

túnica íntima formada por las células endoteliales, la lámina basal y el tejido conectivo liso. 

En las CE se aprecian tres tipos de uniones intercelulares —uniones adherentes, 

uniones estrechas y uniones hendidura (Figura 2)— que proporcionan una elevada 

cohesión al endotelio, permitiéndole actuar como barrera celular (3). Sin embargo, 

este también permite el trasiego de moléculas, células y líquidos mediante 

diferentes mecanismos de transporte. Estos mecanismos son: difusión pasiva, 

transcitosis y transporte mediado por transportadores tanto dependientes como 

independientes de adenosín trifosfato (ATP) (4). Todo ello confiere al endotelio 

permeabilidad vascular; propiedad clave y graduable ya que la función angular del 

endotelio es regular tanto el flujo como la perfusión sistémica. También ejerce otras 

funciones diversas y esenciales a nivel endocrino, metabólico e inmunológico 

gracias a la heterogeneidad de las CE a lo largo del árbol vascular (5,6). 
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Figura 2. Uniones intercelulares presentes en el endotelio. Las uniones adherentes involucran 

cadherinas, las uniones estrechas claudinas, ocludinas y moléculas de adhesión de la unión (JAM, 

por sus siglas en inglés), y las uniones hendidura conexinas. 

El endotelio en el desempeño de sus funciones envuelve muchos procesos, como 

por ejemplo la modulación del diámetro y del tono vascular, la síntesis y el tráfico 

de sustancias, la coagulación, el reclutamiento de leucocitos, y la adhesión 

plaquetaria y leucocitaria, entre otros, gracias a los receptores y moléculas 

presentes en sus membranas. En definitiva, el endotelio desempeña un papel en la 

homeostasis vascular incuestionable, garantizando el balance entre condiciones 

vasoconstrictoras y vasodilatadoras (7,8). Por lo general, el estado vasoconstrictor 

se asocia con condiciones prooxidantes, proinflamatorias y protrombóticas; 

mientras que el estado vasodilatador con condiciones antioxidantes, 

antiinflamatorias y antitrombóticas (9). 
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I.A.1.2. Integridad vascular y disfunción endotelial 

El endotelio es fundamental para asegurar la homeostasis vascular —como se ha 

indicado previamente—; por tanto, es imprescindible preservar la integridad 

endotelial. Sin embargo, en ciertos escenarios fisiopatológicos se producen daños 

en el endotelio que, en última instancia, se traducen en la disfunción endotelial (DE), 

y, por ende, el endotelio queda incapacitado para generar respuestas fisiológicas 

adecuadas. Dos de las primeras señales de DE son el aumento de la permeabilidad 

y la alteración del tono vascular. Ambas características están relacionadas 

directamente con las funciones principales del endotelio, que son la regulación de 

la perfusión sistémica y del flujo. 

En cuanto a la permeabilidad, el grado de esta se modula a través de la estabilidad 

de las uniones endoteliales y del estado del glicocálix (10). De los tres tipos de 

uniones endoteliales descritos, la que contribuye en mayor medida a la integridad 

estructural del endotelio es la de tipo adherente (11). Las uniones adherentes 

(Figura 2) median la adhesión homofílica célula-célula de manera calcio 

dependiente. La estabilidad de estas uniones se regula a través de un modelo 

dinámico basado en el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, por sus 

siglas en inglés) y en el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF, por sus siglas en 

inglés) (Figura 3) (12). En condiciones basales, la VE-cadherina se une a la p120-

catenina, formando un complejo que posteriormente se une a la actina de los 

microfilamentos del citoesqueleto celular (13,14). Ello confiere estabilidad al 

endotelio, y por tanto el grado de permeabilidad es el adecuado. No obstante, en 

condiciones fisiopatológicas se produce un aumento de la permeabilidad como 

consecuencia de la no formación del complejo VE-cadherina/p120-catenina, 

contribuyendo así al desarrollo de la DE. 
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Figura 3. Modulación de la permeabilidad de las células endoteliales a través de la interacción 

VEGF-FGF. VEGF induce la fosforilación de VE-cadherina a través de la proteína tirosina quinasa Src 

(Src). La VE-cadherina fosforilada no puede unirse a p120-catenina, aumentando así la 

permeabilidad (15,16). Mientras que FGF contrarresta el efecto de VEGF a través de dos 

mecanismos con el fin de restablecer la estabilidad celular. Por un lado, FGF activa la proteína 

tirosina fosfatasa VE-cadherina (VE-PTP) que mantiene la VE-cadherina desfosforilada y por tanto se 

puede unir con p120-catenina (17). Por otro lado, FGF facilita la unión de la proteína tirosina quinasa 

Csk (Csk) a la VE-cadherina, inhibiendo a la Src (18). 

En referencia al tono vascular, el flujo será adecuado o no dependiendo de la 

tonicidad vascular (hipertónico o hipotónico) y del diámetro del vaso. El tono 

vascular se regula gracias a sustancias vasoactivas producidas por el propio 

endotelio que modulan la contracción y la dilatación. En condiciones basales, se 

sintetizan niveles bajos —pero suficientes— de óxido nítrico (NO) a partir de la L-

Arginina (L-Arg) mediante la acción de la isoforma calcio dependiente óxido nítrico 

sintetasa endotelial (eNOS, por sus siglas en inglés). El NO, sustancia 

vasodilatadora, difunde hacia las células del músculo liso, produciéndose así la 

vasodilatación del vaso (Figura 4). 
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Otras sustancias vasodilatadoras secundarias son el factor de hiperpolarización 

derivado del endotelio (EDHF) y la prostaciclina (PGI2). El estado vasodilatado se 

equilibra a través de la acción de sustancias vasoconstrictoras como la angiotensina 

II (AII), el tromboxano A2 (TXA2) y la endotelina-1 (ET-1) (Figura 4) (19,20). No 

obstante, en un escenario fisiopatológico las concentraciones de las sustancias 

vasoactivas se desequilibran, favoreciendo el desarrollo de la DE. 

 
Figura 4. Vasodilatación y vasoconstricción vascular. En cuanto a la vasodilatación, se produce 

NO, —por acción de la eNOS— en la CE, que difunde hasta las células musculares lisas. Allí, NO activa 

la enzima guanilato ciclasa soluble (GCs) que interviene en la formación de guanosín monofosfato 

cíclico (GMPc). Otras de las moléculas que intervienen en la relajación del vaso son EDHF y PGI2. 

EDHF también induce GMPc, también; y PGI2, que se produce gracias a la ciclooxigenasa (COX), 

induce al adenosín monofosfato cíclico (AMPc) tras difundir a las células musculares lisas. En última 

instancia, tanto GMPc como AMPc, como segundos mensajeros, provocan una disminución en la 

concentración de iones calcio intercelular (Ca2+). En cuanto a la vasoconstricción, la ET-1, la AII y el 

TXA2, producidos por la enzima de conversión de la endotelina (ECE), la enzima de conversión de 

la angiotensina (ECA) y la COX, respectivamente, difunden hacia las células musculares lisas donde 

se unen a sus receptores provocando el aumento de la [Ca2+]. 
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Además de las sustancias vasoactivas, previamente descritas, el endotelio produce 

otras sustancias (Tabla 1) responsables de la amplia diversidad funcional que 

presenta (21). Estas se agrupan en sustancias vasoactivas, sustancias coagulantes y 

fibrinolíticas, factores de crecimiento, mediadores inflamatorios e inmunológicos, y 

especies reactivas de oxígeno o nitrógeno. 

Tabla 1. Sustancias producidas por las células endoteliales. 

 
AII: angiotensina II; ADM: adrenomedulina; bFGF: factor de crecimiento de fibroblastos básico; 

EDHF: factor de hiperpolarización derivado del endotelio; ET-1: endotelina-1; H2O2: peróxido de 

hidrógeno; HO2: hidroperoxilo; HS: heparán sulfato; ICAM: moléculas de adhesión celular 

intercelular; IGF-1: factor de crecimiento insulínico tipo 1; IL: interleuquinas; MCP-1: proteína 

quimiotáctica de monocitos 1; NO: óxido nítrico; NO2: dióxido de nitrógeno; NO2-: ion nitrito; NO2Cl: 

cloruro de nitrilo; O2-: superóxido; ONOO-: peroxinitrito; PAI-1: inhibidor del activador del 

plasminógeno-1; PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas; PECAM: molécula de adhesión 

de células endoteliales de plaquetas; PGI2: prostaciclina, TF: factor tisular; TGF: factor de crecimiento 

transformante; TM: trombomodulina; TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa; tPA: activador tisular del 

plasminógeno; TXA2: tromboxano; VCAM: molécula de adhesión celular vascular; vWF: factor de von 

Willebrand). 
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El endotelio sano tiene la capacidad de orquestar la síntesis de todas estas 

sustancias. Sin embargo, si el endotelio está deteriorado como consecuencia de la 

DE, presentará un fenotipo alterado que se caracteriza por una baja 

biodisponibilidad de NO y por la secreción aumentada de mediadores 

proinflamatorios. Por tanto, el estrés oxidativo (EO) y la inflamación crónica son dos 

posibles mecanismos responsables de la DE. 

Por un lado, el EO se produce como consecuencia de la baja disponibilidad de NO, 

ya que el superóxido (O2
-) —especie reactiva de oxígeno (ROS, por sus siglas en 

inglés) producida en la mitocondria— consume el NO producido, transformándolo 

en peroxinitrito (ONOO-). El peroxinitrito, que es una especie reactiva de nitrógeno, 

produce el desacoplamiento de la eNOS que conlleva a la generación de más 

superóxido y peroxinitrito, perpetuando así la retroalimentación (22). Por otro lado, 

la inflamación crónica se caracteriza por niveles elevados de TNF-a y de proteína C 

reactiva (CRP, por sus siglas en inglés). El TNF-a es un mediador proinflamatorio 

que disminuye la expresión de eNOS directamente, y además inhibe la 

degradación de la dimetilarginina asimétrica (ADMA) que es un inhibidor de la 

eNOS. Asimismo, también, promueve la activación de la NADPH oxidasa que 

genera un aumento de ROS. La PCR atenúa la producción de NO por medio de la 

desestabilización del ARNm de la eNOS.  

En definitiva, el EO y la inflamación se retroalimentan y promueven la DE (Figura 5) 

(23–25). 
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Figura 5. Estrés oxidativo e inflamación crónica como mecanismos de disfunción endotelial. 

Estrés oxidativo: la mitocondria genera ROS que reduce la disponibilidad de NO y genera ONOO- 

que provoca el desacoplamiento de eNOS. Inflamación crónica: el TNF-a activa a la NADPH 

oxidasa que induce la producción de ROS, e inhibe la eNOS —directa e indirectamente— por lo que 

impide la generación de NO. 

La DE desencadena otros procesos desfavorables como la activación de la cascada 

de coagulación plasmática, y la adhesión de plaquetas y leucocitos al endotelio 

como consecuencia de la reactividad endotelial. Por tanto, es necesario preservar 

la integridad vascular mediante diversos mecanismos fisiológicos homeostáticos 

acoplados con el fin de evitar hemorragias, trombos, edemas, émbolos, etc. 

Algunos de estos mecanismos son la inflamación y la hemostasia. Estos son 

procesos fisiológicos que se desencadenan en respuesta a un daño y están 

interrelacionados bidireccionalmente configurando un circuito de 

retroalimentación positiva, donde intervienen CE, leucocitos, plaquetas, factores de 

coagulación, mediadores inflamatorios, etc. (26). 
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I.A.2. Inflamación 

I.A.2.1. Respuesta inmunitaria 

La inflamación es un proceso fisiológico que se desencadena de manera 

espontánea, como respuesta inmunitaria, cuando el sistema inmunológico (SI) 

percibe una señal exógena de alerta con el propósito de combatirla. Existe un 

amplio abanico de señales; no obstante, las señales predominantes son la 

presencia de patógenos, los efectos de agentes químicos y las lesiones físicas 

externas que causan heridas. Esta respuesta inmunitaria pone en marcha diferentes 

procesos con el objetivo de detectar y eliminar el daño y, posteriormente, recuperar 

el tejido dañado. A nivel macroscópico, la inflamación puede percibirse por lo que 

se conoce como tétrada de Celso: rubor, calor, hinchazón y dolor (27). El rubor y el 

calor se deben a la acumulación de sangre en el tejido afectado; la hinchazón a la 

acumulación de células inmunitarias y a la extravasación del líquido plasmático; y el 

dolor se produce por la presión generada sobre las terminaciones nerviosas. A nivel 

microscópico, en las zonas de inflamación hay un microambiente cargado de 

células inmunitarias y de mediadores proinflamatorios. Los mediadores liberados 

aumentan la permeabilidad de los vasos favoreciendo la extravasación de las 

células que viajan a través de la sangre, contribuyendo así al proceso de sanación 

(28). 

Se distinguen dos tipos de inflamación, la aguda y la crónica. La inflamación aguda 

se caracteriza por un comienzo rápido e intenso y una duración corta y es la que 

propiamente supone un mecanismo de defensa. Sin embargo, la inflamación 

crónica se prolonga en el tiempo de manera sostenida, llegando a ocasionar 

problemas autoinmunológicos (29). 
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I.A.2.2. Proceso inflamatorio y la función de los leucocitos 

El proceso inflamatorio consta de diferentes fases que se autorregulan a través de 

la concentración presente de los mediadores inflamatorios con el objetivo de evitar 

respuestas magnificadas (30). Asimismo, la evolución del proceso inflamatorio 

involucra la interacción de diversos tipos celulares tales como CE, neutrófilos, 

linfocitos T y plaquetas, entre otros. 

Las fases del proceso inflamatorio son las siguientes (31): 

• Primera fase: el SI detecta una señal de alerta y los mastocitos liberan 

mediadores inflamatorios preformados o sintetizados de novo. 

• Segunda fase: los mediadores provocan tanto el aumento de la 

permeabilidad como un efecto quimiotáctico sobre moléculas 

proinflamatorias y células inmunes circundantes, favoreciendo la 

acumulación de estas en la zona inflamada. 

• Tercera fase: los leucocitos2 acumulados transmigran desde los vasos 

hacia los tejidos con el fin de fagocitar al agente causal.  

• Cuarta fase: tras eliminar el agente causal del daño, se inicia un proceso 

de reparación para regenerar el tejido afectado. 

 
2 Los leucocitos o glóbulos blancos son un conjunto heterogéneo de células del SI derivadas de la 

célula madre hematopoyética, pudiendo pertenecer al linaje linfoide o mieloide. Principalmente hay 

cinco clases de leucocitos: neutrófilos, eosinófilos, basófilos, monocitos y linfocitos. Estos se agrupan 

en granulocitos (neutrófilo, eosinófilo y basófilo) y agranulocitos (monocito y linfocito). Asimismo, 

los mastocitos y las células dendríticas, también, pertenecen al conjunto de leucocitos. 
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Durante la segunda y tercera fase descrita de la inflamación, se produce la 

interacción leucocito-endotelio (32). Esta interacción es parte del proceso 

secuencial de etapas de la migración leucocitaria (33–35). Las etapas son (Figura 6): 

• Captura: el primer paso para desencadenar la migración leucocitaria 

consiste en reclutar los leucocitos circulantes por el torrente sanguíneo en 

la zona afectada. Esta captura se produce gracias a la acción quimiotáctica 

de los mediadores inflamatorios presentes en el endotelio activado. 

• Rodamiento: una vez capturados los leucocitos en la zona, comienzan a 

rodar sobre el endotelio, en vez de fluir inmersos en el torrente sanguíneo, 

y por consiguiente su velocidad disminuye. En este proceso participan 

fundamentalmente las moléculas de adhesión pertenecientes a la familia 

de las selectinas que interaccionan con sus ligandos correspondientes 

(36). 

• Activación: el rodamiento desencadena la activación inducible del 

leucocito a través de citoquinas y otros mediadores proinflamatorios 

presentes en el endotelio activado.  

• Adhesión: una vez el leucocito y el endotelio están activados y, por tanto 

son reactivos, pueden establecer interacciones firmes. Las moléculas que 

intervienen principalmente en estas interacciones son las integrinas y sus 

ligandos.  

• Migración o diapédesis: tras la adhesión, el leucocito se prepara para la 

extravasación hacia los tejidos circundantes. La diapédesis puede ser para- 

o transcelular. 
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Figura 6. Etapas de la migración leucocitaria y moléculas de adhesión implicadas. Las etapas 

representadas son las descritas en el texto, y en cada una se produce la interacción específica de las 

moléculas leucocitarias con sus ligandos (moléculas endoteliales) respectivos. (ESL-1: ligando de E-

selectina; HSPG: proteoglicano heparán sulfato; ICAM-1: molécula de adhesión celular intercelular 

1; ICAM-2: molécula de adhesión celular intercelular 2; LFA-1: antígeno 1 asociado a la función 

linfocitaria; Mac-1 (CD11b/CD18): antígeno 1 macrofágico; PAF: factor activador de plaquetas; PAF-

R: receptor del factor activador de plaquetas; PECAM-1: molécula de adhesión celular endotelial de 

plaqueta; PSGL-1: ligando de P-selectina; s-Lex: sialil Lewis X ; VLA-4: integrina a4b1; VCAM-1: 

molécula de adhesión celular vascular 1). 

Las moléculas descritas en la Figura 6 son las moléculas clásicas involucradas en las 

distintas etapas que conducen a la migración leucocitaria. Sin embargo, en los 

últimos años, se han implicado también los receptores endoteliales de tipo 

scavenger (SR, por sus siglas en inglés) (37). Los SR se agrupan en ocho clases (A-

H) y sus ligandos principales son lipoproteínas de baja densidad (LDL) oxidadas 

(oxLDL) o acetiladas (acLDL). Concretamente se ha señalado a los siguientes SR: 

LOX-1 (SR-EI), SR-PSOX (SR-G) y SCARF-1 (SR-F) (38). 
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I.A.3. Hemostasia y trombosis 

I.A.3.1. Hemostasia 

La hemostasia es el conjunto de procesos fisiológicos complejos que tienen lugar 

con el fin de prevenir y detener las hemorragias. Al menos cuatro mecanismos 

intervienen en la hemostasia que están estrechamente relacionados: 

vasoconstricción, hemostasia primaria, coagulación y fibrinólisis (39). 

La hemostasia primaria consiste en la agregación plaquetaria sobre la pared del 

vaso, formándose, así, un tapón que ayuda a sellar el vaso y por consiguiente a 

detener el sangrado. Este proceso involucra tres eventos: la adhesión de las 

plaquetas3 sobre el endotelio, la activación plaquetaria y la agregación de 

plaquetas (Figura 7). 

 

 
3 Las plaquetas o trombocitos son células anucleadas y discoidales (2-3 µm de diámetro) formadas 

mediante un proceso de escisión de los megacariocitos denominado trombopoyesis. Los 

megacariocitos derivan del linaje mieloide de la célula madre hematopoyética (284). En el ser 

humano se estima que hay alrededor 150-400 x 109 plaquetas/L circulando (285). 
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Figura 7. Eventos durante la hemostasia primaria y moléculas implicadas. En la hemostasia 

primaria se produce primero la interacción plaqueta-endotelio que da lugar a la adhesión de las 

plaquetas. Posteriormente, se produce la activación de las plaquetas, lo cual provoca una serie de 

cambios que finalmente dan lugar a la formación de un aglomerado plaquetario mediante la 

interacción plaqueta-plaqueta. (a2b1: integrina a2b1; GPIb-IX-V: glicoproteína Ib-IX-V; GPIIb/IIIa: 

glicoproteína IIb/IIIa; GPVI: glicoproteína VI; PSGL-1: ligando de la P-selectina; vWF: factor de von 

Willebrand) 

En un primer momento, el endotelio dañado queda expuesto a colágeno —

sustancia protrombótica— que induce la adhesión de las plaquetas sobre él. Esta 

adhesión puede ser directa gracias a los receptores plaquetarios GPVI y a2b1, o 

indirecta través del vWF, secretado por las CE, que se une al receptor plaquetario 

GP1b-IX-V (40). 

Una vez adheridas, las plaquetas se activan por la acción de diferentes moléculas 

como colágeno, adenosín difosfato (ADP), TXA2, trombina, etc. (Figura 8) (41). 

 



I n t r o d u c c i ó n  

 18 

 

Figura 8. Activación plaquetaria por la acción de diferentes moléculas. En la figura se muestran 

siete vías por las que se pueden activar las plaquetas. Se puede activar por acción de la trombina a 

través de los receptores PAR1 y PAR4; del tromboxano (TXA2) y su receptor; del adenosín difosfato 

(ADP) interaccionando con los receptores P2Y1 y P2Y12; del colágeno vía el factor de von Willebrand 

(vWF); del fibrinógeno a través de GPIIb/IIIa; y, de la interacción con GPV1 y a2b1. 
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Esta activación provoca la degranulación (Figura 8) y el cambio morfológico de la 

plaqueta, adquiriendo esta una forma elongada. La degranulación consiste en la 

liberación del contenido preformado y almacenado en los gránulos plaquetarios 

principales (gránulos-a, gránulos-d y lisosomas), ya que además tienen otras 

vesículas secretoras como por ejemplo los peroxisomas o gránulos T. Asimismo, la 

plaqueta activada es capaz de sintetizar mediadores adicionales de novo (42). El 

contenido granular presenta una amplia variedad, incluyendo factores de 

coagulación, moléculas de adhesión, citoquinas, etc. (Tabla 2) (43). 

Tabla 2. Contenido de los gránulos plaquetarios. 

 
ADP: adenosín difosfato; ATP: adenosín trifosfato; EFG: factor de crecimiento epidérmico; GDP: 

guanosín difosfato; GTP: guanosín trifosfato; PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas; 

TGF-b: factor de crecimiento transformante b; VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular; vWF: 

factor de von Willebrand). 
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La liberación del contenido granular permite la continuidad del proceso 

hemostático (44). Los gránulos-a liberan vWF y fibrinógeno que participan en la 

agregación plaquetaria. También, liberan P-selectina que se transloca a la superficie 

facilitando la adhesión uniéndose a PSGL-1 (45,46). Los gránulos-d liberan ADP —

agonista plaquetario— que induce el reclutamiento de otras plaquetas a través del 

receptor P2Y12, y otros receptores purinérgicos. También, liberan Ca2+, 

aumentando la concentración intracelular. Esto es clave tanto para la coagulación 

como para la activación de otras plaquetas (43). 

Finalmente, todas las plaquetas acumuladas van interaccionando, formándose, así, 

el aglomerado plaquetario que sella el vaso. Este tapón plaquetario esta mediado 

por fibrinógeno que se une al receptor GPIIb/IIIa de las plaquetas (47,48).  

 

Este agregado plaquetario primario sirve como andamiaje reticular para la 

formación del coágulo de fibrina mediante los diferentes procesos implicados en la 

cascada de coagulación (49). 

I.A.3.3. Trombosis 

La trombosis es el estado patológico inducido por la formación de coágulos en el 

interior de los vasos sanguíneos que resulta en el cese del flujo sanguíneo, llegando 

a producir MI entre otras ECV (50). El coágulo y el trombo se forman 

fisiológicamente igual; no obstante, la formación del coágulo hace referencia a una 

respuesta homeostática de eminente valor, mientras que la formación del trombo a 

una condición patológica, que puede conllevar a diversas manifestaciones clínicas 

en función del vaso que se obstruya. 
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Los procesos de inflamación y coagulación están estrechamente relacionados, ya 

que por ejemplo las heridas formadas en los tejidos requieren la activación tanto 

de la respuesta inmune inflamatoria para atacar a los patógenos, como del proceso 

de coagulación con la finalidad de detener el sangrado (50). Por tanto, 

razonablemente, trombosis e inflamación también están relacionadas. Incluso 

algunos expertos acuñan el término inmunotrombosis (50). Como se ha visto antes 

uno de los primeros pasos en el proceso inflamatorio es la interacción leucocito-

endotelio (Figura 6), esto puede causar eventualmente la activación de los 

leucocitos, y especialmente de los neutrófilos promoviendo así la adhesión de las 

plaquetas circundantes sobre los mismos neutrófilos (51). Esta adhesión se puede 

dar principalmente mediante la interacción de la molécula de adhesión PSGL-1 en 

leucocitos y P-selectina en plaquetas, aunque otras moléculas de adhesión están 

involucradas en dicho proceso (52,53). Estas otras moléculas son: Mac-1 

leucocitaria con GPIba, JAM-3, y GPIIb/IIIa (vía fibrinógeno) plaquetarias; CD40 y 

aLb2 leucocitaria con CD40L e ICAM-2 plaquetaria, respectivamente (56). 

Subsecuentemente, las plaquetas se pueden activar durante este proceso e inducir 

tanto su adhesión sobre las células endoteliales como la propia agregación 

plaquetaria (Figura 7) (56). A consecuencia de todas estas interacciones entre los 

diferentes tipos de células vasculares y otros mecanismos (descritos en la Figura 9) 

(50,54) se puede producir la formación de los trombos (Figura 9). 
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Figura 9. Procesos durante la inmunotrombosis. La inflamación produce factor de necrosis 

tumoral a (TNF-a) que induce la exocitosis de los cuerpos de Webel-Palade de las células 

endoteliales, liberando P-selectina. P-selectina recluta tanto a neutrófilos como monocitos a través 

de. PSGL-1. Por un lado, el factor tisular expuesto en los monocitos se activa —en respuesta a los 

patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP, por sus siglas en inglés) o a los patrones 

moleculares asociados al daño (DAMP, por sus siglas en inglés) a través del receptor de 

reconocimiento de patrones—, induciendo la activación de la ruta extrínseca de la coagulación. Por 

otro lado, los neutrófilos liberan las trampas extracelulares de neutrófilos (NET, por sus siglas en. 

Inglés) que son redes de ADN asociadas a histonas (H3 y H4). Las NET pueden activar directamente 

la coagulación a través de la activación del factor XII. Además, las NET favorecen el reclutamiento 

de plaquetas al unirse al factor de von Willebrand. Asimismo, las histonas promueven la activación 

plaquetaria. Asimismo, el endotelio dañado queda expuesto a colágeno que favorece la adhesión 

de las plaquetas al endotelio a través de diferentes receptores plaquetarios (GPVI, a2b1 y GP1b-IX-

V). Una vez activadas las plaquetas, la degranulación de las mismas induce la agregación plaquetaria, 

la interacción plaqueta-neutrófilo y la formación del trombo. Todo ello desencadena en la formación 

del trombo, en cuyo entramado también hay eritrocitos y fibrina.  
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I.A.4. Receptores purinérgicos 

El término purinérgico fue introducido en 1972 por Burnstock (55), que más tarde 

clasificó los receptores purinérgicos basándose en la especificidad por sus 

ligandos, como son el ATP y otros nucleótidos de purina y pirimidina que se liberan 

en los tejidos tanto en condiciones fisiológicas como patológicas (56,57). Estos 

receptores están implicados en procesos fundamentales para organismo como la 

homeostasis, inmunidad e inflamación (58). 

Los receptores purinérgicos, identificados hasta el momento, se han dividido en P1 

y P2 en función de sus estructuras moleculares y de las vías de transducción que 

activan. Los receptores P1, están acoplados a la proteína G, mientras que los 

receptores P2 se subdividen en receptores de canal iónico, receptores P2X, y en 

receptores acoplados a la proteína G, receptores P2Y, y presentan diferente 

sensibilidad a los ligandos endógenos (59).  

En cuanto a los receptores de tipo P1 o receptores de adenosina, hay descritos 

cuatro (A1, A2A, A2B y A3). Los receptores A1y A3 se acoplan a la proteína Gai/o y 

median la inhibición de la adenilato ciclasa: mientras que los receptores A2A y A2B 

se acoplan a la proteína GaS y activan la adenilato ciclasa. Por tanto, los receptores 

P1 en conjunto regulan la acumulación de AMPc (60). En el caso de los receptores 

P2Y, hay descritos ocho (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13, P2Y14) y 

presentan diferentes afinidades por los ligandos ADP, UTP, UDP y ADP-glucosa, a 

excepción del P2Y11 que es selectivo para el ligando ATP (61). Estos receptores son 

funcionales cuando interactúan dos subunidades, formando complejos 

homodiméricos, si las dos subunidades son idénticas o heterodiméricos, si las 

subunidades son diferentes. Como se ha indicado previamente, los receptores P2Y 

se acomplan a las proteínas G heterotrimérica. Los receptores P2Y1, P2Y2, P2Y4, 
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P2Y6 y P2Y11 se acoplan a la proteína Gaq/11; y los receptores P2Y12, P2Y13 y P2Y14 a 

la Gai/o. Asimismo, el P2Y11 también acopla con la Gas (62). En referencia a los 

receptores P2X, se han descrito siete (P2X1, P2X2, P2X3, P2X4, P2X5, P2X6, P2X7) y 

estos son selectivos para el ATP, pero presentan una sensibilidad por el mismo muy 

diferentes entre ellos (61,63). Estos receptores son funcionales cuando interactúan 

tres subunidades, formado complejos homotriméricos, si las tres subunidades son 

idénticas, o heterotriméricos, si al menos una de las subunidad es diferente (62). 

El receptor P2X7 es el último subtipo de receptor perteneciente a la familia de los 

receptores P2X, que ha sido identificado (64). Actualmente es el foco de muchas 

investigaciones como posible diana terapéutica debido a su contribución en una 

gran cantidad de trastornos relacionados con la inmunidad y la inflamación (65). El 

receptor P2X7, al igual que otros miembros de su familia, utiliza ATP como ligando, 

pero curiosamente presenta una estructura única, que hizo que en un primer 

momento se clasificara como receptor P2Z, y que se asocia con un mecanismo de 

activación poco definido causado por niveles inusualmente elevados de ATP 

(64,66). Además, su activación prolongada resulta en la apertura de un poro de 

membrana que permite la entrada de moléculas de alto peso molecular. 

Aunque el mecanismo de acción del receptor P2X7 es ambiguo, existe un consenso 

general sobre su implicación en procesos inflamatorios. Además, recientemente 

también se ha asociado el receptor P2X7 con la trombosis (67) y otras patologías 

como el cáncer, y enfermedades neurológicas. En cuanto a su relación con los 

procesos trombóticos, diferentes estudios in vivo han demostrado el papel de los 

receptores P2X7 en la formación de trombos a nivel de la arteria carótida (68), y se 

observó que tras su activación se induce la liberación de TF por parte de los 

macrófagos (67). 
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I.A.5. Enfermedades cardiovasculares  

Según la Organización Mundial de la Salud (OMS) se considera enfermedad 

cardiovascular (ECV) al conjunto de trastornos que afectan al corazón y a los vasos 

sanguíneos, De acuerdo con la Clasificación Internacional de Enfermedades (CIE-

11) todos estos trastornos cardiovasculares se agrupan de la siguiente manera: 

• Arritmia e insuficiencia cardiaca; 

• Cardiopatía pulmonar; 

• Cardiopatías isquémicas (por ejemplo, infarto de miocardio); 

• Coronariopatías (por ejemplo, arterioesclerosis coronaria); 

• Endo- y pericarditis; 

• Enfermedades cardíacas reumáticas; 

• Enfermedades cerebrovasculares (por ejemplo, isquemia cerebral); 

• Enfermedades de las cavidades y válvulas cardiacas; 

• Enfermedades de los vasos (por ejemplo, aterosclerosis, oclusión arterial 

aguda, trombosis venosa profunda, etc.); 

• Enfermedades hiper- e hipotensivas. 

De entre todos los desórdenes citados previamente, destacan por su prevalencia 

las cardiopatías isquémicas y las enfermedades cerebrovasculares. A nivel mundial, 

en 2019, fueron la primera y segunda causa de defunción, según el informe 

presentado por la OMS (69). En España, fueron la segunda y tercera causa de 

fallecimiento en 2020, después del COVID-19, según los últimos datos presentados 

por el Instituto Nacional de Estadística (INE) (70). 
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La hegemonía de las ECV como principal causa de muerte no es puntual de este 

último lustro, sino que podría decirse que es la primera causa de defunción del siglo 

XXI a nivel mundial. Por tanto, es necesario encaminar los esfuerzos a prevenir el 

desarrollo de las ECV con el objetivo de reducir la mortalidad asociada. La 

probabilidad de desarrollar las ECV se asocia con una serie de variables, conocidas 

como factores de riesgo CV. Los factores pueden ser (71): 

• No modificables: edad, sexo, predisposición genética. 

• Modificables de tipo comportamental: tabaco, dieta, alcohol, deporte, etc. 

• Modificables de tipo fisiológico: hipertensión, hiperglucemia, 

hiperlipidemia, sobrepeso u obesidad, diabetes mellitus, síndrome 

metabólico, etc. 

Los factores modificables son de mayor interés dado que se puede actuar sobre 

ellos de manera preventiva. 

A nivel fisiológico, un escenario proinflamatorio y un balance hemostático 

deteriorado se asocia con el desarrollo de ECV (72,73). 

I.A.6.1. Ateroesclerosis 

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria crónica, progresiva, con elevada 

participación inmunitaria (74,75) que causa diversas ECV. Esta patología implica la 

formación de lesiones debidas a la acumulación de lípidos, especialmente de la 

fracción conocida como lipoproteínas de baja densidad (LDL) del colesterol. Estas 

lesiones, que se conocen como placas ateroscleróticas, suelen presentarse como 

engrosamientos focales asimétricos de la túnica íntima de los vasos arteriales (76). 

La primera etapa de la formación de la placa consiste en la acumulación de células 
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inmunes y depósitos de lípidos. Las placas maduras, también conocidas como 

ateromas, presentan una estructura más compleja (75). En el centro de la placa se 

encuentran los macrófagos infiltrados y los lípidos acumulados, y a su alrededor se 

forma una capa de células musculares lisas y una matriz rica en colágeno (Figura 10) 

(77). En los ateromas, muchas de las células inmunes infiltradas (linfocitos T) 

muestran signos de activación y producen y liberan mediadores proinflamatorios, 

como la interleucina-1 beta (IL-1b), el interferón-g (IFNg) y el TNF, perpetuando así 

la inflamación (78,79). 

Por tanto, las placas se caracterizan por tener un componente inflamatorio y 

fibrótico; cuya estabilidad depende tanto con el propio grosor como con el nivel 

de células inmunitarias infiltradas; las placas delgadas y con un número elevado de 

células se denominan placas vulnerables (80). Aunque las complicaciones clínicas 

de la aterosclerosis pueden surgir de placas que causan estenosis que limitan el 

flujo sanguíneo, los eventos clínicos más graves siguen la rotura de la placa, que 

expone el material protrombótico de la placa a la sangre y provoca una oclusión 

trombótica repentina de la arteria. En el corazón, la aterosclerosis puede conducir 

a MI (Figura 10) e insuficiencia cardíaca; mientras que en las arterias que perfunden 

el cerebro puede causar isquemia (75). 
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Figura 10. Progresión de la formación de la placa aterosclerótica. En la figura se muestran las 

diferentes etapas de la aterosclerosis, desde una lesión inicial en la arteria hasta el desarrollo de una 

lesión complicada que culmina con la ruptura de la placa y trombosis. 

El papel que desempeñan las plaquetas en la aterosclerosis, especialmente en su 

desarrollo, está bien definido (81). Las plaquetas son las células clave que 

relacionan la inflamación y la trombosis (82), ya que la expresión y secreción de 

quimiocinas por parte de las plaquetas facilita tanto la interacción plaqueta-

endotelio como de otras interacciones celulares en la placa aterosclerótica (83). La 

adhesión plaquetaria en la pared vascular conduce a la activación plaquetaria que 

induce, a su vez, la liberación de quimiocinas, como PF4, que median el 

reclutamiento de leucocitos en el vaso, favoreciendo así la aterogénesis, 

ateroprogresión y aterotrombosis (84,85). 
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I.B. VIH, SIDA, TERAPIA ANTIRRETROVIRAL Y COMORBILIDADES 

CARDIOVASCULARES 

I.B.1. Virus de la Inmunodeficiencia Humana 

I.B.1.1. Clasificación 

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es un virus que afecta al SI, pudiendo 

llegar a producir el síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). 

Hoy en día, se conocen dos especies del VIH, VIH-1 y VIH-2. Ambas son descritas, 

por el Comité Internacional de Taxonomía de Virus (CITV), como miembros 

pertenecientes al género Lentivirus, subfamilia Orthoretrovirinae, familia 

Retroviridae y orden Ortervirales (86). La similitud a nivel genómico entre ambas 

especies es aproximadamente del 48% (87). Asimismo, cada especie está 

conformada por diferentes cepas. En cuanto a las cepas de la especie VIH-1 se han 

agrupado en tres grupos: principales, nuevas y atípicas. Además, dada la diversidad 

existente, las cepas del grupo principal se han subclasificado en 11 subtipos (de la 

A a la K), más los intersubtipos recombinantes (88). En el caso del VIH-2, la 

diversidad es menor y únicamente se han descrito 8 subtipos (de la A a la H). 

Independientemente de la descripción taxonómica del virus, este se puede 

catalogar atendiendo a la clasificación de Baltimore (89). Esta agrupa los virus en 

siete grupos en función de su genoma y su método de replicación. El VIH pertenece 

al grupo VI que se caracteriza por presentar un genoma constituido por una cadena 

monocatenaria de ácido ribonucleico (ARNmc) de sentido positivo, la cual se replica 

a través de una bicadena de ácido desoxirribonucleico (ADNbc) (90). 
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I.B.1.2. Genoma 

El VIH tiene un genoma de ARN diploide, es decir, tiene dos copias idénticas de 

ARNmc. Cada copia tiene aproximadamente una longitud de 9,2 kilobases (Kb) 

(91), que comprenden un total de nueve genes que codifican a 15 proteínas (Figura 

11). Los nueve genes se agrupan según su función: 

• Estructurales: gag, pol y env. 

• Reguladores: tat y rev. 

• Accesorios: nef, vif, vpr y vpu. 

 

Figura 11. Representación esquemática del genoma del VIH. El genoma está flanqueado por 

secuencias denominadas LTR por sus siglas en inglés (“long terminal repeat”). La región 5’-LTR 

codifica al promotor para la transcripción de los genes virales, mientras que el extremo 3’-LTR 

permite la poliadenilación del ARN. Los genes estructurales codifican un total de nueve proteínas. 

El gen gag codifica la proteína de la matriz (MA, p17), la proteína de la cápside (CA, p24), y la 

nucleoproteína (NC, p7); el gen pol codifica las siguientes enzimas: proteasa (PR, p10), transcriptasa 

inversa (TI, p51), integrasa (IN, p32) y ARNasa H; y, el gen env codifica tanto la glicoproteína de 

superficie (SU, gp120) como de transmembrana (TM, gp41). Los genes reguladores codifican una 

proteína cada uno. El gen tat codifica a la proteína transactivadora (p14) —que activa la transcripción 

de los genes virales— y el gen rev al regulador del “splicing” del ARN (p19). Los genes accesorio 

codifican cuatro proteínas accesorias. El gen nef (p27) al factor regulador negativo; el gen vif (p23) 

al factor de infectividad viral; el gen vpr (p15) a la proteína r vírica; y, el gen vpu (p16) a la proteína 

única vírica (92). 
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I.B.1.3. Morfología  

El VIH es un virus complejo con envoltura, cuya morfología es semejante a un esfera 

de 100 nm de diámetro (Figura 12) (92). La envoltura es una bicapa lipídica 

constituida por un total de 72 trímeros de gp120/gp41 que son glicoproteínas de 

superficie y de transmembrana, respectivamente. Por debajo de esta bicapa, hay 

una matriz formada por la proteína de matriz, p17. Esta matriz a su vez envuelve una 

nucleocápside formada por la proteína de cápside, p24, que encapsula el material 

genético —que se asocia a la proteína de nucleocápside, p7, formando un complejo 

ARN/proteína— y algunas enzimas como la proteasa (PR), transcriptasa inversa (TI) e 

integrasa (IN) (93). 

 
Figura 12. Representación esquemática de la estructura del VIH. En la superficie, se observan 

los trímeros de gp120/gp41 que forman la bicapa lipídica. Por debajo de esta, se encuentra tanto la 

matriz que está compuesta por la p17 como la nucleocápside por la p24. En el interior, se encuentra 

el ARNmc, las proteínas y las enzimas propias del VIH. 
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I.B.1.4. Ciclo biológico 

El ciclo de vida del VIH, por el cual se produce la infección, se puede dividir en 

nueve etapas (Figura 13) (94): 

1. Fijación 

El primer paso para que el virus cause una infección es la fijación de este en la célula 

hospedadora. Esta fijación se produce gracias a la unión de las gp120, presentes 

en la envoltura del virus, y los receptores CD4 (“Cluster of Differentation 4”) 

expresados en la superficie de linfocitos T, monocitos, macrófagos y células 

dendríticas. Este reconocimiento provoca un cambio conformacional en la gp41 del 

virus. Además, esta unión requiere de la participación de co-receptores que 

generalmente son los receptores de quimiocina, CCR5 y CXCR4. El primero se 

expresa en linfocitos T de memoria, macrófagos y células dendríticas, mientras que 

el segundo en linfocitos T de memoria y “naive”. 

2. Fusión 

Tras la fijación, se produce la fusión de la envoltura lipídica del virus con la 

membrana plasmática de la célula hospedadora, gracias a alta hidrofobicidad del 

virus. Una vez dentro, se produce la denudación de la matriz, la cápside y la 

nucleocápside del virus como consecuencia de un cambio en el pH. Finalmente, el 

ARN viral queda libre en el espacio citoplasmático de la célula hospedadora. 
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3. Transcripción Inversa 

Una vez el ARN viral está libre en el citoplasma, actúa sobre él la enzima 

transcriptasa inversa viral, que lo emplea como molde para generar la monocadena 

de ADN complementario (ADNc) a través del proceso conocido como transcripción 

inversa. A continuación, se forma una doble cadena de ADN viral gracias a la enzima 

ADN polimerasa celular que utiliza como molde la monocadena de ADNc. Por otro 

lado, el ARN viral es degradado por la enzima ARNasa H. 

4. Integración 

Tras la obtención del ADNbc viral, se produce la translocación citoplasma-núcleo a 

través de los poros nucleares. Una vez en el interior del núcleo se integra con el 

ADN de la célula hospedadora mediante la acción de la enzima integrasa viral. Tras 

integrarse, este puede replicarse junto con el resto del genoma durante la división 

celular. 

5. Transcripción 

Llegado el momento, el ADN viral se transcribe a ARN mensajero (ARNm) mediante 

los mecanismos propios de la célula hospedadora. 

6. Traducción 

Una vez transcrito el material genético del virus a ARNm, en el núcleo, se transloca 

al citoplasma, donde se traduce a poliproteínas inmaduras con la intervención de 

los propios ribosomas de la célula. 
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7. Maduración 

Las poliproteínas inmaduras son proteolizadas por parte de la proteasa viral, dando 

lugar a las proteínas constitutivas y maduras del virus. 

8. Ensamblaje 

Antes de que las nuevas partículas víricas se liberen, se produce el ensamblaje del 

ARN viral junto con las proteínas propias del virus para así constituir el componente 

estructural interno del virión. 

9. Liberación 

Finalmente, la liberación consiste en la expulsión del nuevo virión al exterior de la 

célula hospedadora por gemación; y por ende, estará envuelto con una porción de 

la membrana plasmática celular. 
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Figura 13. Representación esquemática del ciclo vital del VIH en un linfocito T, donde se 

muestran las nueve fases del ciclo replicativo del virus. Las etapas diferenciadas son: 1. Fijación, 2. 

Fusión, 3. Transcripción inversa, 4. Integración, 5. Transcripción, 6. Traducción, 7. Maduración, 8. 

Ensamblaje y 9. Liberación de los nuevos viriones. (1) En un primer momento, los trímeros de 

gp120/gp41 del virus son reconocidos por los CD4 de los linfocitos T, fijando el virus a la célula. 

Además, en esta unión intervienen co-receptores de quimiocina (CCR5 o CXCR4). (2) Tras la fijación 

se produce la fusión de la envoltura del virus con la membrana del linfocito. (3) Seguidamente, se 

produce la denudación del virus, quedando libre el ARN viral en el citoplasma que será transcrito a 

ADN viral mediante la transcripción inversa. (4) A continuación, se transloca el ADN viral al interior 

del núcleo para su integración con el ADN celular. (5) Una vez integrado el ADN viral en el celular 

se replica y se transcribe mediante los mecanismos propios de la célula. (6) El ADN viral transcrito a 

ARNm se transloca al citoplasma para ser traducido en poliproteínas inmaduras (7) que serán 

proteolizadas. (8) Finalmente, el ARN viral junto con sus proteínas se ensambla y (9) se libera por 

gemación para infectar nuevas células. 
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I.B.2. Síndrome de la Inmunodeficiencia Adquirida 

I.B.2.1. Etiología y semiología 

La etiología del SIDA es la infección provocada por el VIH. Una vez el virus invade 

el cuerpo humano induce un cambio en las células inmunitarias, provocando una 

alteración en el SI. En la infección por el VIH se pueden distinguir tres estadios y en 

cada uno se aprecia una semiología propia (Figura 14) (95):  

1. Infección aguda: fase temprana de la infección y se manifiesta en un intervalo 

de tiempo de dos a cuatro semanas tras la invasión. En esta etapa el VIH es 

sumamente contagioso debido a su intensa replicación y a su propagación por 

todo el cuerpo. Durante este período el virus ataca y destruye aceleradamente 

los linfocitos T CD4+, y el organismo produce anticuerpos contra el virus. Los 

síntomas y signos que se pueden apreciar son similares a los del virus de la 

influenza: fiebre, escalofríos, sudoración, dolor de cabeza, erupción cutánea, 

inflamación de los nodos linfáticos, dolores musculares, diarrea, etc. 

2. Infección crónica: etapa donde se produce un equilibrio entre los 

mecanismos inmunológicos de neutralización contra el virus y la regeneración 

de los linfocitos T CD4+. Esto permite que la cantidad de virus circulante, la 

carga viral plasmática (CVP) y el recuento de los linfocitos T CD4+ estén en 

armonía, por lo general, y por tanto la persona infectada sea asintomática. Sin 

embargo, con el paso del tiempo —10 o más años, aunque en algunas personas 

puede avanzar más rápido— la concentración del virus aumenta gradualmente y 

la cantidad de linfocitos T CD4+ disminuye, lo cual afecta gravemente al sistema 

inmunitario. 
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3. SIDA: fase más avanzada de la infección por el VIH y para emitir el diagnóstico 

de SIDA, o bien el recuento de linfocitos T CD4+ es menor a 200/mm3, o bien la 

persona presenta afecciones características del SIDA, como consecuencia de 

que el SI está destruido y el organismo es vulnerable a las infecciones 

oportunistas y al cáncer. Algunos ejemplos de estas afecciones son 

encefalopatía, retinitis por citomegalovirus, neumonía, criptosporidosis 

intestinal crónica, cáncer cervicouterino invasor, etc. En última instancia, el SIDA 

puede desembocar en la muerte. 

 

Figura 14. Cuadro de los estadios de la infección por VIH. La primera fase comienza cuando el 

VIH penetra en el hospedador y se desarrolla la infección aguda, ya que este se replica y propaga 

intensamente. En esta fase se aprecia una sintomatología similar a la gripe como consecuencia de la 

destrucción de los linfocitos T. Tras esta fase, se produce la infección crónica, donde el organismo 

neutraliza el virus y se logra un equilibrio entre la carga viral plasmática (CVP) y el número de 

linfocitos T. Esta fase se caracteriza por ser asintomática y por presentar una duración muy variable. 

Finalmente, el último estadio es el SIDA, donde el sistema inmunitario está destruido y se presentan 

comorbilidades; todo ello converge en la muerte. 
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I.B.2.2. Perspectiva evolutiva de la epidemia 

El VIH se originó como resultado de múltiples transmisiones zoonóticas del virus de 

la inmunodeficiencia simia (VIS) de primates no-humanos a humanos (96). El primer 

indicio relatado de la enfermedad data de 1931 en la República Demócrata del 

Congo, donde un hombre contrajo la enfermedad a partir de los chimpancés (97). 

No obstante, no fue hasta la década de los 80 cuando se evidenció el SIDA (98) y se 

relacionó el VIH como agente causal del SIDA (99,100). Desde entonces se han 

contabilizado, a nivel mundial, alrededor de 79,3 millones de afectados y 36,3 

millones de fallecidos como consecuencia de la infección (96). 

En 2020, la estimación de personas —niños y adultos— con VIH fue de 37,7 millones 

a nivel mundial y de 150.000 en España, según la ONUSIDA(101),(102). En cuanto 

a los fallecimientos, como consecuencia de la infección, a nivel mundial se 

estimaron 680.000 y en España menos de 1.000. Estos datos cobran gran relevancia 

al tratarse desde una perspectiva histórica, y no de manera aislada o puntual, 

viéndose, así, la evolución de la epidemia (Figura 15). Por un lado, la tendencia de 

las personas que viven con VIH —tanto mundialmente como en España— es 

creciente; aunque este crecimiento lleva siendo moderado durante los últimos 20 

años (Figura 15. A-B). Por otro lado, desde el pico máximo de personas fallecidas a 

causa del VIH, en 2005 y 1995, —en el mundo y en España, respectivamente— la 

tendencia cada vez es menor tanto mundialmente como en España (Figura 15. C-

D). 
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Figura 15. Evolución del número de personas con VIH y fallecidas a consecuencia del VIH 

durante las tres últimas décadas. A. Personas que viven con VIH (mundo) B. Personas que viven 

con VIH (España) C. Personas que han muerto a causa del VIH (mundo) D. Personas que han muerto 

a causa del VIH (España). Adaptado de ONUSIDA (103). 

La situación del colectivo afectado por el VIH ha mejorado, en las últimas décadas, 

gracias a la prevención y a los tratamientos. En referencia a la prevención, que es 

esencial, ha permitido que el número de infecciones nuevas decrezca a lo largo de 

los años desde el pico alcanzado en 1997 a nivel mundial (Figura 16. A). 

Concretamente, en 2020, se produjeron 1,5 millones de nuevas infecciones a nivel 

mundial y 3500 en España. En cuanto al tratamiento, el acceso al mismo cada vez 

es mayor (Figura 16. C-D), lo cual permite que la esperanza de vida de los infectados 

sea, a su vez, mayor. Concretamente, en 2020, 27,5 millones de personas tuvieron 

acceso a la terapia antirretroviral a nivel mundial, mientras que 130.000 en España. 
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Figura 16. Evolución del número de personas con nueva infección y con acceso al tratamiento. 

A. Personas de nueva infección (mundo) B. Personas de nueva infección (España) C. Personas con 

acceso al tratamiento (mundo). D. Personas con acceso al tratamiento (España). Adaptado de 

ONUSIDA (103). 

Teniendo en cuenta la trayectoria (Figura 15 y Figura 16) de la epidemia, la 

coyuntura del VIH y del SIDA en términos globales es favorable. La situación actual 

está relacionada directamente con las medidas profilácticas aplicadas y con el 

acceso al tratamiento de la enfermedad. Ambos frentes de abordaje contra la 

epidemia son fundamentales para lograr erradicar la epidemia y para garantizar al 

colectivo la mejor calidad de vida posible. El acceso al tratamiento permite 

aumentar la esperanza y la calidad de vida, reduciendo así el número de fallecidos. 

Esto tiene la implicación directa sobre el número de personas con VIH, 

aumentándolo. Mientras que las medidas de prevención permiten reducir el 

número de nuevos contagios. Esto también posee implicación directa sobre el 

número de personas con VIH. 
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Pese a que el contexto global es favorable —como se ha comentado previamente—, 

es imprescindible matizar que existen considerables desigualdades entre países 

desarrollados y países poco desarrollados. Por ejemplo, más de la mitad del 

colectivo con VIH se concentra en África Oriental y Meridional. Todavía queda un 

camino por recorrer para eliminar las desigualdades y el VIH. Recientemente, la 

ONUSIDA ha adoptado una nueva agenda con objetivos nuevos para 2025 bajo el 

lema “acabar con las desigualdades y estar en condiciones de poner fin al SIDA para 

2030” tras no haber alcanzado los objetivos 2020. Una de las causas por las que no 

se ha podido alcanzar los objetivos 2020 ha sido la reciente pandemia de COVID-

19 que ha agravado e interrumpido la evolución del VIH. Por un lado, tanto los 

confinamientos como las restricciones establecidas a raíz de la pandemia han 

interrumpido las pruebas diagnósticas del VIH aproximadamente en un 40%. Por 

otro lado, la población con VIH tiene el doble de riesgo de morir por COVID-19 

respecto a la población general. 

Como se ha comentado, anteriormente, ante una epidemia o pandemia es 

importante destinar los esfuerzos tanto al tratamiento de la enfermedad como a la 

prevención de esta. La prevención erige el objetivo más ambicioso dado que en 

última instancia puede llegar a lograrse la erradicación. De este modo, las 

investigaciones respecto al SIDA no sólo tratan de desarrollar nuevos tratamientos 

para combatir el VIH, sino que también persiguen la búsqueda de una vacuna frente 

a esta patología. Hasta la fecha no se ha conseguido una vacuna eficaz debido a la 

variabilidad genética del VIH como consecuencia de que la enzima transcriptasa 

inversa viral no cuenta con un mecanismo de comprobación de lectura y, por tanto, 

la ratio de mutaciones y recombinaciones es elevado. Así, la prevención primaria es 

imprescindible como medida para combatir eficazmente la enfermedad. Además, 

el porcentaje de personas diagnosticadas cada vez es mayor, ya que las técnicas 

empleadas son más sensibles y accesibles a la población. 
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I.B.3. Terapia antirretroviral 

La terapia antirretroviral (TAR) es la que se emplea para el tratamiento de la 

infección del VIH y del SIDA y cuenta con un amplio abanico de fármacos 

desarrollados y comercializados que han transformado esta enfermedad terminal 

en una enfermedad crónica. 

El primer fármaco para el VIH aprobado en 1987 por la Food and Drug 

Administration (FDA) fue zidovudina (ZDV o AZT) (104) que es un inhibidor de la 

transcriptasa inversa análogo de nucleósido. En 1995, se aprobó saquinavir (SQV) 

que fue el primer inhibidor de proteasa. Un año más tarde, se aprobó nevirapina 

(NVP), que fue el primer inhibidor de la transcriptasa inversa no-análogo de 

nucleósido. Sin embargo, fue en 1997 cuando se produjo un gran cambio en la TAR 

con la aprobación de combivir. Este fármaco está compuesto por la combinación 

de dos antirretrovirales —ZDV y lamivudina (3TC)— y con él se instauró la terapia 

antirretroviral combinada (TARc) que consiste en la administración simultánea de 

dos o tres fármacos antirretrovirales, permitiendo reducir la CVP y recuperar el 

número de células CD4+. La TARc permanece vigente hoy en día gracias a su 

eficiencia y a que evita la aparición de resistencias asociadas al tratamiento. 

I.B.3.1. Fármacos 

Se clasifican en función de la fase del ciclo biológico sobre la que actúan. 

Actualmente, se distinguen cinco grupos (105): inhibidores de entrada, inhibidores 

de la transcriptasa inversa análogos de nucleósidos/-tidos, inhibidores de la 

transcriptasa inversa no-análogos de nucleósidos, inhibidores de integrasa e 

inhibidores de proteasa. 
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I.B.3.1.1. Inhibidores de entrada 

Los inhibidores de entrada (IE) son fármacos antirretrovirales que impiden el acceso 

del virus a la célula hospedadora. Esta clase de antirretrovirales está formada por 

fármacos muy diversos químicamente, que se subclasifican en otros grupos –

dependiendo del mecanismo que empleen–: inhibidores de fusión, antagonistas 

del co-receptor CCR5, inhibidores de fijación e inhibidores de post-fijación. 

Actualmente, en España, se comercializan tres (Figura 17): 

• Maraviroc (MVR o MVC), comercializado como Selzentry®, es un 

antagonista del co-receptor CCR5 presente en las células hospedadoras 

(106). Por tanto, bloquea al co-receptor, impidiendo así la penetración del 

virus en la célula. 

• Enfuvirtida (ENF o T-20), comercializado como Fuzeon®, es un inhibidor 

de fusión que impide la fusión de las membranas, dado que bloquea la 

gp41 presente en la envoltura del virión (107).4 

• Ibalizumab (TMB-301 o IBA), comercializado como Trogarzo®, es un 

inhibidor de post-fijación que se une al segundo dominio extracelular del 

receptor CD4 de la célula hospedadora, y consecuentemente el virus no 

se puede unir a los co-receptores CCR5 y CXCR4 (108). 

Además de los tres anteriores, recientemente –a principios de 2021–, la Agencia 

Europea de Medicamentos (EMA) ha aprobado Fostemsavir (FTR), comercializado 

como Rukobia®, que es un inhibidor de fijación que se une a la gp120 del virus, 

imposibilitando la entrada del virus a la célula hospedadora. 

 
4 En las guías clínicas de EE. UU. no se recomienda desde 2020. 



I n t r o d u c c i ó n  

 44 

 
Figura 17. Representación estructural de los inhibidores de entrada.5 Maraviroc (MRV), 

fostemsavir (FTR), enfuvirtida (ENF) e Ibalizumab (IBA). 
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I.B.3.1.2. Inhibidores de la transcriptasa inversa análogos de nucleósidos/-tidos 

Los inhibidores de la transcriptasa inversa análogos de nucleósidos/-tidos (ITIAN) 

son fármacos análogos, o bien de las bases púricas, o bien de las pirimidínicas (  

Figura 18) —propias del material genético del ser humano—, que bloquean de 

manera competitiva a la transcriptasa inversa (TI), evitando así la transformación del 

ARN viral en ADN viral. Estos análogos difieren en pequeños cambios estructurales 

—como por ejemplo el déficit del extremo 3’-OH del anillo de ribosa—, respecto a 

los nucleósidos/-tidos fisiológicos, que impiden la elongación de la cadena de ADN 

dado que no se puede formar el enlace 3’-5’ fosfodiéster entre la cadena y el 

nucleósido entrante. 

En la actualidad, en España, se comercializan seis compuestos activos de tipo 

inhibidor de la transcriptasa inversa análogo de nucleósido y uno de nucleótido. 

Los ITIAN comercializados como un único principio activo son (  

Figura 18): 

• ZDV, comercializado como Retrovir® 

• 3TC, comercializado como Epivir® 

• Emtricitabina (FTC), comercializado como Emtriva® 

• Abacavir (ABC), comercializado como Ziagen® 

• Estavudina (d4T), comercializado como Zerit®6 

 
5 Para la representación de Ibalizumab se ha utilizado una representación tridimensional al tratarse 
de un anticuerpo monoclonal humanizado, resultado esta visualización más conveniente. 
6 No se recomienda desde 2020, solo en casos donde se produzca el fracaso del tratamiento. 
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• Didanosina (ddI), comercializado como Videx EC®7 

• Tenofovir (TFV)8, comercializado con dos formulaciones diferentes: 

tenofovir disoproxilo fumarato (TDF, comercializado como Viread®) y 

tenofovir alafenamida (TAF)9. 

Y en co-formulaciones son: 

• TDF + 3TC, comercializado como Cimduo® y Temixys® 

• ZDV + 3TC, comercializado como Combivir® 

• TAF + FTC, comercializado como Descovy® 

• ABC + 3TC, comercializado como Epzicom® 

• TDF + FTC, comercializado como Truvada® 

Es importante destacar que todo este grupo de fármacos necesita una triple 

fosforilación intracelular para ser activos, a excepción del TFV que sólo necesita una 

doble fosforilación (109). 

 

 
7 No se recomienda desde 2020, solo en casos donde se produzca el fracaso del tratamiento. 
8 TFV es el inhibidor de la transcriptasa inversa análogo de nucleótido. 
9 TAF se comercializa en un tipo de formulación combinada con otros principios activos: FTC + TAF 

(Descovy®); FTC + TAF + BIC (Biktarvy®); FTC + TAF + EVG/c (Genvoya®);FTC + TAF + RPV 

(Odefsey®); FTC + TAF + DRV/p (Symtuza®). 
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Figura 18. Estructura química de los nucleósidos y de los inhibidores de la transcriptasa inversa 

análogos de nucleósidos/nucleótidos. Zidovudina (AZT), estavudina (d4T), lamivudina (3TC), 

emtricitabina (FTC), abacavir (ABC), didanosina (ddI) y tenofovir (TFV). 
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I.B.3.1.3. Inhibidores de la transcriptasa inversa no análogos de nucleósidos 

Los inhibidores de la transcriptasa inversa no análogos de nucleósidos (ITINN) al 

igual que los ITIAN bloquean la TI, pero en esta ocasión de forma no competitiva 

interaccionando directamente con el centro catalítico de la enzima o con un bolsillo 

hidrofóbico próximo al mismo. Ello desencadena un cambio conformacional en la 

transcriptasa inversa, interrumpiendo su actividad ADN polimerasa e inhibiendo la 

replicación viral (106). 

Los ITINN constituyen un grupo de fármacos muy heterogéneo estructuralmente 

que, a diferencia de los ITIAN, no requieren ser modificados para ser activos y son 

inductores de algunas isoenzimas del citocromo P450 y, por tanto, pueden 

interaccionar con otros fármacos metabolizados por esta vía. 

Actualmente, en España, se encuentran comercializados cinco ITINN (Figura 19): 

• NVP, comercializado como Viramune® 

• Efavirenz (EFV), comercializado como Sustiva® 

• Rilpivirina (RPV), comercializado como Edurant® 

• Etravirina (ETR), comercializado como Intelence® 

• Doravirina (DOR), comercializado como Pifeltro® 
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Figura 19. Estructura química de los inhibidores de la transcriptasa inversa no análogos de 

nucleósido. Nevirapina (NVP), efavirenz (EFV), rilpivirina (RPV), etravirina (ETR) y doravirina (DOR). 
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I.B.3.1.4. Inhibidores de la integrasa 

Los inhibidores de la integrasa (INI) bloquean la IN viral previniendo la integración 

del ADN viral en el genoma celular de la célula hospedadora. El grupo está 

constituido por cuatro fármacos comercializados en España10 (Figura 20): 

• Raltegravir (RAL), comercializado como Isentress® 

• Dolutegravir (DTG), comercializado como Tivicay® 

• Elvitegravir (EVG), comercializado como Vitekta® 

• Bictegravir (BIC), comercializado como Biktarvy®11 

•  

 
Figura 20. Estructura química de los inhibidores de la integrasa. Raltegravir (RAL), dolutegravir 

(DTG), elvitegravir (EVG) y bictegravir (BIC). 

 
10 A finales de 2020, la EMA aprobó Cabotegravir comercializado como Vocabria®. 
11 Biktarvy® es una coformulación de BIC + TAF + FTC. 
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I.B.3.1.5. Inhibidores de la proteasa 

Los inhibidores de la proteasa (IP) bloquean la proteasa impidiendo que aparezcan 

las formas maduras de las proteínas víricas necesarias para el ensamblaje del virión, 

ya que poseen una alta afinidad por el centro activo de la proteasa. La estructura de 

estos es similar a la de los péptidos virales (sustrato de la proteasa); no obstante, 

conforman un grupo muy heterogéneo químicamente. 

Los IP son inductores e inhibidores del citocromo P450; por tanto, pueden generar 

interacciones farmacológicas. Además, en la mayoría de los casos se administran 

en combinación con un potenciador farmacológico, con el objetivo de administrar 

una dosis menor del fármaco, ya que alarga la semivida en plasma de este. Los 

potenciadores son Cobicistat (COBI; comercializado como Tybost®) –representado 

por IP/c– o Ritonavir (RTV; comercializado como Norvir®) –representado por IP/r– 

(Figura 21). 

 

Figura 21. Estructura química de los potenciadores. Cobicistat (COBI) y ritonavir (RTV). 
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Actualmente, en España, hay seis IP comercializados (Figura 22): 

• SQV, comercializado como Invirase® 

• Atazanavir (ATV), comercializado como Reyataz® 

• Darunavir (DRV), comercializado como Prezista® 

• Lopinavir (LPV), comercializado potenciado como Kaletra® (LPV/r) 

• Fosamprenavir (FPV), comercializado como Lexiva® 

• Tripanavir (TPV), comercializado como Aptivus® 

También, se comercializan lo siguientes IP/p: 

• ATV/c, comercializado como Evotaz® 

• LPV/r, comercializado como Kaletra® 

• DRV/c, comercializado como Prezcobix® 
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Figura 22. Estructura química de los inhibidores de la proteasa. Saquinavir (SQV), atazanavir 

(ATV), darunavir (DRV), lopinavir (LPV), fosamprenavir (FPV) y tripanavir (TPV). 
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I.B.3.2. Pautas posológicas  

La valoración individualizada del y de la paciente es fundamental para determinar 

tanto el inicio de la TARc como los fármacos que constituirán su pauta posológica, 

sopesando tanto las ventajas como los inconvenientes de las diferentes opciones. 

No obstante, en el documento de consenso de GeSIDA/Plan Nacional sobre el SIDA 

respecto al tratamiento antirretroviral en adultos Infectados por el VIH (2020) (110) 

se indica que la TARc se ha de iniciar independientemente al número linfocitos T 

CD4+ y lo antes posible tras el diagnóstico para, así, garantizar la reducción de la 

morbilidad y de la mortalidad asociadas a la infección por el VIH, la recuperación y 

la preservación de la función inmunológica, evitando así el efecto nocivo de la 

multiplicación del virus sobre posibles comorbilidades coexistentes, y la 

disminución de la transmisión del propio virus. Asimismo, en el documento se 

recogen las pautas recomendadas de inicio que se agrupan en preferentes y en 

alternativas (Tabla 3), y están constituidas por la combinación de tres fármacos 

principalmente, excepto una por dos fármacos (111). 

Por un lado, las pautas preferentes se aplican a la mayoría de los y las pacientes 

debido a que clínicamente se ha demostrado la eficacia de estas y, a que presentan 

ventajas adicionales de tolerancia, menor toxicidad o un bajo riesgo de 

interacciones farmacológicas. Por otro lado, las pautas alternativas se aplican en 

situaciones especiales y a subgrupos de pacientes, a pesar de tener una eficacia 

menor y de presentar restricciones en su indicación o desventajas potenciales. No 

obstante, ambos tipos logran una CVP inferior a 50 copias/mL en más del 85% de 

los casos tras 48 semanas de tratamiento. 
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Tabla 3. Combinaciones recomendables para el inicio de la TARc.12 

 
* 3TC: lamivudina; ABC: abacavir; BIC: bictegravir ; DOR: doravirina ; DRV/c: darunavir + cobicistat 

; DRV/r: darunavir + ritonavir ; DTG: dolutegravir ; EVG/c: elvitegravir + cobicistat ; FTC: 

emtricitabina; RAL: raltegravir ; TAF: tenofovir) 

 

En la Tabla 3 se aprecia que todas las pautas preferentes triples están constituidas 

por dos ITIAN —que pueden ser, o bien FTC + TAF, o bien 3TC + ABC— y un INI; 

mientras que las pautas alternativas triples por dos ITIAN, también, pero pudiendo 

ser un INI, un ITINN, o un IP el tercer fármaco.  

 

 

 
12 QD: una dosis diaria, BID: dos dosis diarias. 

ITIAN ITIAN INI Nombre comercial Posología
FTC TAF BIC Biktarvy® QD: 200/25/50 mg
FTC TAF RAL Descovy® + Isentress® QD: 200/25 mg + BID: 600 mg
FTC TAF DTG Descovy® + Tivicay® QD: 200/25 mg + QD: 50 mg
3TC ABC DTG Triumeq® QD: 300/600/50 mg
3TC DTG Dovato® QD: 300/50 mg

ITIAN ITIAN INI Nombre comercial Posología
FTC TAF EVG/c Genvoya® QD: 200/10/150/150 mg

ITIAN ITIAN IP/p Nombre comercial Posología

FTC TAF
DRV/c o 

DRV/r
Symtuza® QD: 200/10/800/150 mg

ITIAN ITIAN ITINN Nombre comercial Posología
FTC TAF DOR Descovy® + Pifeltro® QD: 200/25 mg + QD: 100 mg
FTC TAF RPV Odefsey® QD: 200/25/25 mg

Pautas preferentes 

Pautas alternativas 
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Pese a que las pautas recomendadas son directrices generales es esencial resaltar 

que algunos de los fármacos de las pautas presentan particularidades muy 

específicas como por ejemplo ABC que está contraindicado en pacientes con HLA-

B*57:01*13 o DTG que no se recomienda ni para mujeres en edad fértil ni 

embarazadas. En la misma línea, las pautas descritas previamente no son válidas en 

ciertos contextos –como por ejemplo pacientes con tuberculosis (TB)– e incluso 

pueden llegar a fracasar. Por ende, se establece un régimen diferente o se efectúa 

un cambio de régimen a otro. Estos nuevos regímenes pueden ser pautas de tres 

fármacos o menos. En el caso de la terapia dual o monoterapia se ha de tener en 

cuenta que la eficacia es menor y que rápidamente aparecen resistencias; es por lo 

que suelen estar contraindicadas en un primer momento. 

I.B.3.3. Abacavir 

I.B.3.3.1. Generalidades 

ABC químicamente es un ITIAN análogo de la base púrica guanina, y por ende su 

diana farmacológica es la TI vírica. Se trata de un profármaco que debe 

metabolizarse intracelularmente a Carbovir 5’-trifosfato (CBV-TP), metabolito activo 

(Figura 23).  

La posología recomendada en una persona adulta es de 600 mg diarios, 

pudiéndose tomar en una única toma o en dos tomas de 300 mg. 

 

 
13 Véase el apartado I.B.3.3.4.Farmacogenética. 
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Figura 23. Estructura química de ABC , CBV-TP y dGTP. Abavavir (ABC) se transforma a su forma 

activa llamada carbovir trifosfato (CBV-TP). El CBV-TP es prácticamente igual al trifosfato de 

desoxiguanosina (dGTP), nucleótido endógeno. La ausencia del grupo 3´-OH en el anillo de 

desoxirribosa de CBV-TP impide la adición de nuevos nucleótidos. 

I.B.3.3.2. Farmacocinética  

La farmacocinética es la rama de la farmacología que estudia el curso temporal de 

la concentración de los fármacos en el organismo con el fin de conocer las 

concentraciones del fármaco en el lugar de acción y, por lo tanto, su efectividad. 

Depende de cinco procesos que sufre el fármaco como consecuencia de su paso 

por el organismo: liberación, absorción, distribución, metabolismo y excreción. El 

conjunto de estos procesos es conocido por el acrónimo LADME. 

Cada uno de estos procesos se ve influenciado por las propiedades físico-químicas 

del fármaco. ABC, cuyo peso molecular 286,33 g/mol, es un compuesto lipofílico 

(77 mg/mL en sal de sulfato) que además, también, muestra una alta solubilidad en 

agua (77 mg/L en agua a 25°C) (112) y puede atravesar la membrana plasmática 

por difusión pasiva (113). Estas propiedades son responsables de la alta 
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biodisponibilidad de entorno al 83% tras absorberse (114,115). Todo ello facilita 

que pueda acceder a diferentes tejidos, incluido el paso al sistema nervioso central 

(SNC) a través de la barrera hematoencefálica (115). Otros parámetros propios del 

perfil farmacocinético son la concentración plasmática máxima (Cmax), el tiempo 

necesario para alcanzar la Cmax (Tmax) y el área bajo la curva (AUC). Para la 

administración de una dosis única diaria de 600 mg se ha determinado una Cmax de 

4,10-5,45 mg/mL y un Tmax de 0,63-1 horas (116,117); mientras que para una pauta 

de tres dosis orales diarias de 400 mg, se ha determinado una Cmax de 3,3 mg/L, un 

Tmax de 0,7–1,7 horas, y un AUC de 7,1 mg/L·h (118). 

En cuanto al volumen de distribución está entorno a 0,86 L/kg tras una 

administración intravenosa. Este valor sugiere que se distribuye en los espacios 

extravasculares. Asimismo, el 50% de ABC se une a proteínas plasmáticas de 

manera independiente de la concentración. 

Tras ser absorbido, se metaboliza principalmente (>98%) en el hígado por acción 

de las enzimas alcohol deshidrogenasa citosolica (ADH) y uridina difosfato 

glucoroniltransferasa (UGT) presentes en los hepatocitos. La primera da lugar a un 

metabolito carboxilado inactivo (2269W93) y la segunda a un metabolito 

glucorinado (361Q94), también inactivo (Figura 24). Posteriormente, estos 

metabolitos —mayoritarios— junto con los minoritarios son excretados mediante la 

orina y heces (119). En relación a la excreción del ABC su vida media como 

profármaco está entorno a 0,8-1,5 horas (118), mientras que como metabolito 

activo de 12-26 horas. 
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Figura 24. Representación farmacocinética de ABC en el hepatocito. En el interior del hepatocito 

el ABC es metabolizado, bien por la enzima UGT (uridina difosfato glucoroniltransferasa) que da 

lugar a un metabolito glucorinado (361W94), o bien por la enzima ADH (alcohol deshidrogenasa 

citosólica) que produce un metabolito carboxilado (2269W93). Ambos son inactivos y junto con el 

resto de metabolitos minoritarios se eliminan a través de la orina y las heces. 

Alrededor del 2% de ABC que no ha sido metabolizado en los hepatocitos llega al 

interior de los linfocitos donde se transforma en la forma farmacológicamente activa 

a través de una serie de procesos anabólicos (Figura 25) (113).  
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Figura 25. Representación farmacocinética de ABC en el linfoctio T. El ABC que llega al linfocito 

T se puede metabolizar hasta CBV-TP por dos rutas: principal y secundaria. Ruta primaria: primero 

el ABC se convierte en ABC 5’-monofosfato por acción de la enzima adenosina fosfotransferasa 

(ADK). Después es sometido a un proceso de desanimación por una desaminasa de citidina (CDA), 

dando lugar a (—)-carbovir 5’-monofosfato (CBV-MP). Seguidamente la enzima guanilato quinasa 

(GUK1) añade otro fosfato y como resultado se obtiene el (—)-carbovir 5’-difosfato (CBV-DP). 

Finalmente, este se convierte en (—)-carbovir 5’-trifosfato (CBV-TP) gracias a la acción de cinco 

enzimas tipo quinasa (creatín quinasa (CK), piruvato quinasa (PK), nucleósido difosfato quinasa 

(NME), fosfoglicerato quinasa (PGK1) y fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PCK1)) (120). Ruta 

secundaria (o minoritaria): el ABC se transforma primero en carbovir (CBV) por acción de la 

desaminasa de adenosina (ADA) y luego la enzima inosina fosfotransferasa (INP) lo transforma en 

carbovir 5’-monofosfato (121). Posteriormente, se transforma como en la ruta principal. 
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I.B.3.3.3. Farmacodinámica  

La farmacodinamia evalúa los mecanismos de acción de los fármacos y los efectos 

bioquímicos y fisiológicos que estos producen en el organismo. Desde esta 

perspectiva CBV-TP, que es el metabolito activo de ABC, inhibe la correcta 

transcripción inversa del virus. CBV-TP actúa como un análogo de guanosina y por 

tanto, compite con los nucleótidos endógenos durante la elongación la cadena de 

nucleótidos que configuraran la cadena de ADN producida por la acción de la 

enzima TI a partir del ARN viral (122). Después de la inserción del CBV-TP, se 

paraliza la síntesis del ADN viral ya que la falta de un grupo hidroxilo en la posición 

3 (3’-OH) del anillo del azúcar desoxirribosa previene la adición de otros 

nucleótidos (120). 

 
Figura 26. Representación farmacodinámica de ABC Y CBV-TP. El ABC es absorbido por el linfocito T que 

rápidamente lo transforma en CBV-TP. Este que es análogo a la dGTP (trifosfato de desoxiguanosina) inhibe la TI, 

bloqueando la conversión del ARN viral a ADN viral durante el ciclo biológico del VIH. como consecuencia el resto 

del ciclo se ve paralizado (líneas discontinuas). 
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I.B.3.3.4.Farmacogenética 

La farmacogenética es la rama de la farmacología que se encarga de estudiar como 

la variabilidad genética de un individuo afecta en la respuesta que produce el 

fármaco. En el caso de ABC se ha observado que los y las pacientes con la variante 

alélica *57:01 del gen HLA-B (antígeno leucocitario humano B) desarrollan 

reacciones de hipersensibilidad (HSR, por sus siglas en inglés) con mayor frecuencia 

respecto a los y las pacientes sin esa variante alélica. La HSR se caracteriza por 

presentar al menos dos de los siguientes signos: fiebre, erupciones, síntomas 

gastrointestinales, disnea, mialgias, dolor osteomuscular, cefalea, etc. (123). El gen 

HLA-B codifica a su proteína epónima, la cual forma parte del complejo mayor de 

histocompatibilidad de clase I (CMH-1)14 (124).  

Pese a que el mecanismo no está esclarecido, las evidencias más recientes 

(125,126) apoyan que ABC puede unirse de manera no covalente y con 

especificidad al bolsillo F del surco de unión del CMH-1 en los individuos que 

presentan dicha variación alélica. Esto provoca un cambio conformacional y como 

consecuencia los péptidos son detectados como exógenos y estimulan una 

respuesta masiva de los linfocitos T CD8+, dando lugar a la hipersensibilidad.  

Además, estudios recientes también relacionan el gen HSP70-HOM perteneciente 

a la familia de genes de las proteínas de choque térmico de 70 kDa (HSP70) como 

factor riesgo de la HSR. En esta ocasión, los individuos con la variación alélica 

HSP70-HOM 493T codifican a una proteína que de algún modo facilita la 

presentación de ABC a los linfocitos T CD8+(127). 

 
14 El CMH-1 participa en la presentación de péptidos endógenos a las células inmunitarias y se 

expresa en la superficie de todas las células nucleadas.  



I n t r o d u c c i ó n  

 63 

I.B.3.4. Efectos adversos e interacciones de la terapia 

Cualquier tratamiento per se presenta cierto potencial riesgo a desencadenar 

efectos secundarios. Este riesgo puede ser mayor o menor en función de la 

composición del fármaco (principio activo y excipientes). Asimismo, estos efectos 

adversos pueden desarrollarse a corto o a largo plazo. En el caso de la TARc –que 

se introdujo de manera rápida debido a la gravedad de la enfermedad para que los 

pacientes no murieran–, se han manifestado tanto efectos adversos a corto como a 

largo plazo debido a que se ha consolidado como tratamiento crónico al no 

conseguir erradicar el genoma viral de los tejidos reservorio. 

Concretamente, los efectos a corto plazo se manifiestan de forma transitoria y 

consisten, principalmente, en alteraciones cutáneas y ungueales, trastornos 

gastrointestinales, e incluso problemas neuropsiquiátricos (128). Estos se pueden 

tratar valorando la tolerabilidad y la adherencia del o de la paciente. Mientras que 

a largo plazo se pueden presentar alteraciones metabólicas, anomalías en la 

distribución de la grasa corporal y lipodistrofia, daño mitocondrial, nefrotoxicidad 

e insuficiencia renal, osteopenia, osteoporosis y necrosis ósea aséptica (128). Estos 

son más difíciles de prever y controlar –a diferencia de los de corto plazo o 

inmediatos– debido a que pueden pasar desapercibidos al considerarse como 

signos asociados al envejecimiento o a otras enfermedades crónicas. 

Independientemente del lapso de tiempo en que aparecen los efectos adversos, 

estos pueden ser comunes de un grupo farmacológico o particulares de un fármaco 

(Tabla 4). La asociación fármaco-efecto adverso es crucial y es posible gracias a los 

sistemas de farmacovigilancia que registran estos episodios. 
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En cuanto a las interacciones farmacológicas de la TARc, los ITINN, los INI y los IP 

son los grupos farmacológicos que mayores interacciones implican debido a su 

metabolización. Esta se produce vía citocromo (CYP), pudiendo actuar como 

inductores o inhibidores de las rutas causando así interacciones con otros fármacos. 

Principalmente interaccionan con corticoides, antipsicóticos, antiagregantes 

plaquetarios, antifúngicos imidazólicos, procinéticos y estatinas. 
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Tabla 4. Efectos adversos descritos de la TARc. 

 

Enfuvirtida (ENF), maraviroc (MVC), ibalizumab (IBA), fostemsavir (FTR), zidovudina (ZDV), abacavir (ABC), emtricitabina (FTC), lamivudina (3TC), tenofovir 

alafenamida (TAF), tenofovir disoproxilo fumarato (TDF), doravirina (DOR), efavienz (EFV), etravirina (ETR), nevirapina (NVP), rilpivirina (RPV), bictegravir (BIC), 

cabotegravir (CAB), dolutegravir (DTG), elvitegravir (EVG), raltegravir (RAL), atazanavir (AZT), darunavir + cobicistat (DRV/c) y lopinavir + ritonavir (LPV/r). 

 

ENF MVC IBA FTR ZDV ABC FTC 3TC TAF TDF DOR EFV ETR NVP RPV BIC CAB DTG EVG RAL ATV DRV/c LPV/r
Acidosis láctica +
Aumento de peso + + + + + + +
Colelitiasis +
Daños gastrointestinales + + + + + +
Diabetes mellitus y resistencia a la insulina + +
Dislipidemia + + + + + + + +
Disminución de densidad ósea + + + + + + + + + + + + + + +
Erupción e hiperpigmentación + + + + + + + + + + + + + + + + +
Hepatoxicidad + + + + + + + + + + +
Lipodistrofía + + + + + +
Miopatía y aumento creatina fosfoquinasa + + +
Nefrotoxicidad + + + + + + + + + + +
Reacción de hipersensibilidad + + + + + + + +
Reacción en el lugar de inyección + + +
Riesgo cardiovascular + + + + + + +
Síndrome de Stevens-Johnson + + + + + +
Supresión de la médula ósea +
Toxicidad en SNC + + + + + + + + + + + + + + + + +

IE ITIAN ITINN INI IP/p
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En resumen, existe un amplio abanico de efectos adversos y de interacciones 

farmacológicas asociados a la TARc. Como consecuencia, las metas actuales de la 

farmacología anti-VIH son principalmente dos: la primera es buscar las 

combinaciones de fármacos más eficaces contra la infección de VIH y la segunda 

investigar los mecanismos toxicológicos de esta terapia con el fin de minimizar las 

comorbilidades asociadas a su administración. 

I.B.4. Comorbilidades cardiovasculares 

I.B.4.1. Comorbilidad cardiovascular en pacientes con VIH 

Pese a la disminución de la mortalidad asociada al VIH gracias a la TARc, se ha 

descrito que estos pacientes presentan un incremento en el riesgo de sufrir ECV 

(129). Por ello, tanto el propio VIH como la TARc podrían ser responsables del 

desarrollo de la comorbilidad, al igual que cualquier otro factor asociado como los 

hábitos de alimentación y de ejercicio físico. Incluso el aumento en la esperanza de 

vida de estos pacientes. 

En lo referente al VIH, este produce la destrucción del tejido epitelial —

especialmente la del intestino—. Esta destrucción provoca un desequilibrio de la 

composición del microbiota intestinal (disbiosis) y la movilización de los 

lipopolisacáridos (LPS) presente en la pared celular de las bacterias Gram negativas 

a la circulación. Los LPS se unen al CD14 presente tanto en monocitos como 

macrófagos. El complejo LPS/CD14 activa los receptores tipo Toll 4 (TLR4, por sus 

siglas en inglés), induciendo la síntesis de citoquinas proinflamatorias que 

favorecen un estado inflamatorio crónico. La inflamación sostenida afecta también 

al tejido linfoide a través del TFG-b que estimula la producción de colágeno que 
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remplazará la red de fibroblastos, modificando así la función y estructura del tejido 

linfoide. Asimismo, el complejo, LPS/CD14, activa la cascada de coagulación 

mediante el aumento de factores procoagulantes. Todo este escenario 

desencadena en la DE que finalmente da lugar al desarrollo de diferentes 

comorbilidades CV como son el síndrome metabólico (MetS) y las ECV (130). 

Profundizando en las comorbilidades de ECV, los y las pacientes con VIH presentan 

un mayor riesgo a padecer MI, infarto cerebrovascular isquémico, enfermedad 

prematura de arterias coronarias etc. (131) 

En cuanto a la TARc, dado que los tratamientos involucran dos o tres fármacos es 

difícil definir cual o cuales están implicados en el desarrollo de comorbilidades 

asociadas a su toxicidad. Por ello, existe un especial interés en conocer los posibles 

mecanismos por los que los fármacos pudieran estar causando el desarrollo de 

ECV. 

I.B.4.2. Toxicidad cardiovascular y abacavir  

Con el fin de reducir el riesgo CV en los pacientes con VIH es necesario prestar 

atención al estilo de vida y al perfil lipídico. En lo que respecta al perfil lipídico, es 

importante evaluarlo cada cierto tiempo con el fin de determinar si es necesario un 

cambio de régimen, dado que el tratamiento tiene un efecto sobre él. 

Generalmente, los pacientes con VIH presentan tanto dislipidemia como una 

redistribución de la grasa corporal.  

Inicialmente, la toxicidad cardiovascular se asoció con los IP, ya que producen 

lipodistrofia e hiperlipidemia (132). Posteriormente, se relacionó la dislipidemia con 

algunos ITIAN como d4T, ZDV y ABC, y con el ITINN, EFV (133–135). Recientemente, 
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el grupo D:A:D (del inglés “Data Collection on Adverse events of Anti-HIV Drugs 

Study Group”) señaló —en su estudio prospectivo multicohorte presentado en el 

CROI 2017 (“Conference on Retroviruses and Opportunistic Infections”)— a DRV 

como factor para el desarrollo de eventos CV (136). 

En cuanto a ABC, la primera evidencia de la asociación como riesgo de ECV 

apareció en 2005 en un informe del Programa de Vigilancia Farmacéutica 

Internacional emitido por la OMS (137). En 2008, el estudio D:A:D reafirmó las 

bases para la vinculación entre la terapia con ABC y el mayor riesgo de sufrir MI 

(138). Asimismo, estudios posteriores del mismo grupo (D:A:D) resaltan que ABC 

puede ser un factor riesgo en aquellos pacientes con VIH que presenten otros 

riesgos CV preexistentes (139). Sin embargo, otros estudios concluyen que no hay 

relación alguna entre el uso de ABC y la aparición del MI (140–142). Por tanto, sobre 

el uso de ABC ha existido una gran controversia en relación con el riesgo de ECV, 

encontrando numerosos estudios que apoyan esta asociación y otros que la refutan 

(143). Esta controversia prevalece debido a que el mecanismo de acción por el cual 

ABC pudiera estar favoreciendo la aparición de complicaciones CV no es conocido. 

Hasta el momento se han propuesto diversos mecanismos. Uno de ellos sugiere 

que el riesgo CV de ABC se debe a un proceso rápido de inflamación vascular 

inducido, ya que tras la interrupción del tratamiento el resigo de desarrollar MI 

disminuye (138). Otro relaciona ABC con una regulacion negativa de la enzima 

eNOS, estimulando la producción de ROS en las CE; ambos escenarios pueden dar 

lugar a la DE y a la acumulacion leucocitaria (144). Por último, otro mecanismo 

planteado se fundamenta en la inhibicion de la guanilil ciclasa en plaquetas, 

provocando un incremento de la expresion de P-selecina (145). 

Nuestro grupo de investigación ha estudiado, tanto in vitro como in vivo, el efecto 

de ABC y otros ITIAN sobre la interacción leucocito-endotelio, uno de los primeros 



I n t r o d u c c i ó n  

 69 

procesos desencadenados durante la inflamación. Se ha demostrado que ABC y 

ddI —ambos ITIAN análogos de purinas—, pero no los ITIAN análogos de pirimidina 

y los análogos de nucleótido analizados —FTC, 3TC, ZDV y TDF—, inducen 

interacciones leucocito-endotelio, tanto in vitro —utilizando leucocitos 

polimorfonucleares (PMN) y células endoteliales de venas de cordón umbilical 

(HUVEC) (146)— como in vivo —en venas y arterias de mesenterios de ratas (147)—

(Figura 27) (148). 

También, se determinó que el efecto producido por ABC sobre la interacción 

leucocito-endotelio se debe a la interacción de las moléculas de adhesión, ICAM-1 

endotelial con Mac-1 (CD11b/CD18) leucocitaria, ya que el efecto de ABC se 

revierte con anticuerpos frente a esas moléculas (146). También, se demostró in 

vitro que el efecto de ABC sobre la acumulación vascular de leucocitos está 

mediado por el receptor P2X7, ya que el efecto de ABC fue abolido en presencia 

de antagonistas específicos de este receptor (oxATP y BGG) (Figura 28). Asimismo, 

es dependiente de ATP al ser revertido el efecto por apirasa, compuesto que 

hidroliza el ATP (Figura 28). 
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Figura 27. Interacción leucocito-endotelio inducida por ABC y otros ITIAN tanto in vitro (A, C y 

D) como in vivo (B,D y F). La figura muestra la velocidad de rodamiento (A-B), el rodamiento (C-D) 

y la adhesión (E-F) inducida por los antirretrovirales. Adaptado de la Tesis doctoral titula “Efectos 

proinflamatorios de los fármacos antirretrovirales inhibidores de la transcriptasa inversa análogos de 

nucleósido in vitro e in vivo” defendida por Carmen de Pablo Bernal en 2013. 
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Figura 28. Análisis de la implicación de los receptores P2X-Y en los efectos de ABC sobre la 

interacción PMN-endotelio in vitro. La figura muestra la velocidad (A), el rodamiento (B) y la 

adhesión (C) de los PMN sobre el endotelio inducida por ABC en presencia de distintos antagonistas 

de los receptores purinérgicos o compuestos que participan en la señalización purinérgica: 

suramina (Antagonista inespecífico de los receptores P2X-Y), apirasa (hidrolasa de ATP), MRS2159 

(Antagonista específico del receptor P2X1), A-317491 (Antagonista específico de los receptores 

P2X2/3), NF023 (Antagonista específico del receptor P2X1-4), y oxATP y BBG (Antagonistas 

específicos del receptor P2X7). Adaptado de la Tesis doctoral titula “Efectos proinflamatorios de los 

fármacos antirretrovirales inhibidores de la transcriptasa inversa análogos de nucleósido in vitro e in 

vivo” defendida por Carmen de Pablo Bernal en 2013. 
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Debido a estos resultados obtenidos previamente, cobra especial importancia el 

estudio de los efectos de ABC sobre la función plaquetaria analizando su efecto 

sobre la reactividad plaquetaria (activación y agregación) y sobre la adhesión 

plaquetaria a otras células vasculares —concretamente a las endoteliales y a los 

leucocitos—, procesos fundamentales durante la trombogénesis (Figura 29) (149). 

 

Figura 29. Esquema representativo de las posibles acciones de ABC a nivel vascular. En la figura 

se muestra que ABC tiene un efecto sobre la interaccion neutrofilo-endotelio; no obstante, se 

desconoce el efecto de ABC sobre la plaqueta y la trombogénesis.  
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El objetivo principal de esta Tesis Doctoral fue caracterizar los efectos 

protrombóticos de ABC y de otros fármacos antirretrovirales, y caracterizar los 

mecanismos que los producen. Es decir, estudiar la acción de estos fármacos sobre 

diversos parámetros trombóticos tanto in vitro e in vivo. 

En particular, se abordaron los siguientes objetivos específicos: 

1. Evaluar los efectos inducidos por ABC y por otros fármacos 

antirretrovirales sobre las distintas fases implicadas en la trombogénesis in 

vitro [interacción plaqueta-endotelio, interacción plaqueta-leucocito, 

interacción plaqueta-plaqueta y activación plaquetaria (P-selectina y 

GPIIb/IIIa)]. 

 

2. Estudiar los posibles mecanismos por los que ABC induce los fenómenos 

protrombóticos in vitro —concretamente la interacción plaqueta-endotelio 

y la interacción plaqueta-leucocito— analizando el tipo celular implicado, 

las moléculas de adhesión responsables y los receptores purinérgicos 

involucrados en dichas respuestas. 

 

3. Examinar el efecto protrombótico de ABC y de otros fármacos 

antirretrovirales en un modelo murino de trombosis. 

 

4. Explorar los posibles mecanismos por los que ABC favorece la generación 

del trombo in vivo, analizando el papel del leucocito y de los receptores 

purinérgicos en esta respuesta. 

 

5. Analizar el efecto de ABC en un modelo de ateroesclerosis in vivo. 
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III.A. MATERIAL 

III.A.1. Muestras biológicas 

Una muestra biológica es cualquier material biológico de origen humano que 

alberga información genética y es susceptible de conservación. En la presente Tesis 

Doctoral se emplearon muestras humanas de cordones umbilicales y de sangre. 

Los cordones umbilicales humanos frescos procedentes de donantes sanos 

(Hospital Clínico Universitario de Valencia) se destinaron para la obtención de 

células endoteliales de venas umbilicales humanas (HUVEC, por sus siglas en 

inglés). 

Las muestras sanguíneas utilizadas provenían de donantes sanos (Centro de 

Transfusiones de la Comunitat Valenciana) y se recogieron en tubos de citrato 

sódico como anticoagulante. Los donantes sanos debían ser mayores de edad y no 

haber tomado medicación durante las dos semanas previas.  

III.A.2. Animales 

El modelo in vivo manejado fue el murino. Se utilizaron las siguientes cepas de 

ratones —viables, fértiles y sin ninguna anormalidad física (150)— con el mismo fondo 

genético: 

• C57BL/6NCrc 

• B6.129P2-P2rx7tm1Gab/J o P2X(7)R KO 

• B6.129P2-Apoetm1Unc/J o ApoE KO 
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La cepa C57BL/6NCrc es una cepa salvaje (WT, por sus siglas en inglés) que se 

obtuvo de la compañía Charles River (Francia) (151). Esta cepa puede abreviarse 

como B6 y es la más utilizada15 (152). Las otras dos cepas son deficientes 

genéticamente, comúnmente conocidas como cepas knockout (KO), y se 

adquirieron en la Institución de Investigación Biomédica “The Jackson Laboratory” 

(Estados Unidos de América) (153). Estas fueron la cepa B6.129P2-P2rx7tm1Gab/J 

(154) —también conocida como P2X(7)R KO16— y la B6.129P2-Apoetm1Unc/J (155) —o 

ApoE KO17–. Ambas cepas son líneas homocigotas congénicas, en las cuales se ha 

eliminado el gen del receptor purinérgico P2X7 y el gen que codifica la 

Apolipoproteína E (Apo E), respectivamente. 

Los ratones utilizados fueron machos, de edad comprendida entre 4 y 16 semanas 

y de peso entre los 20-30 g. Se mantuvieron en el animalario de la Unidad Central 

de Investigación de Medicina (UCIM), de la Universitat de València (UV), bajo 

condiciones controladas —de ventilación, luz y temperatura— y dispusieron de agua 

y comida ad libitum. 

 

 

 

 
15 Fue la primera cepa secuenciada y su uso es ideal para diversos campos de estudio como la 

obesidad inducida por la dieta, la inmunidad e incluso para el desarrollo de cepas modificadas 

genéticamente. 
16 Se emplea en diversas áreas de investigación como inmunología, inflamación, autoinmunidad, 

factores de crecimiento, receptores, citoquinas, etc. 
17 Se utiliza en diferentes campos como la investigación sobre la diabetes, la obesidad, el 

metabolismo, las ECV, la aterosclerosis y el envejecimiento. 
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III.A.3. Fármacos 

III.A.3.1. Antirretrovirales 

Todos los ARV empleados en los estudios agudos se adquirieron en Sequoia 

Research Products Ltd (Reino Unido) y fueron: 

• ITIAN: ABC, TDF, ddI, 3TC y FTC 

• ITINN: NVP, RPV y EFV 

• CCR5: MRV 

• IP: LPV, ATV y DRV 

• INI: EVG y RAL 

Estos se disolvieron en sus respectivos vehículos: agua ácida (NVP), dimetilsulfóxido 

(DMSO) (ATV, EVG, DRV, RAL y RPV), metanol (EFV, LPV y MVC) y salino (3TC, ABC, 

ddI, FTC y TDF). 

Para el ensayo crónico in vivo se utilizó el preparado de ABC comercializado 

(Ziagen® 300 mg) que se obtuvo a través del servicio de farmacia del Hospital 

Clínico Universitario de Valencia. 

III.A.3.2. Antiinflamatorios no esteroideos (AINE) 

Se incluyeron dos AINE, diclofenaco y rofecoxib obtenidos de Merck. El primero es 

un inhibidor no selectivo de la COX (156); mientras que el segundo es un inhibidor 

selectivo de la isoforma 2 de la COX (COX-2) (157). 
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III.A.3.3. Antagonistas 

Se utilizaron los siguientes antagonistas del sistema purinérgico suministrados por 

Sigma-Aldrich, Inc.: apirasa (enzima hidrolítica de nucleósidos di-y trifosfatos), 

suramina (antagonista no específico de los receptores purinérgicos), NF023 

(antagonista del receptor P2X1) (158), A317491 (antagonista del receptor P2X3 y 

P2X2/3) (159) y A804598 (antagonista competitivo selectivo de P2X7) (160). También, 

se empleó NF449 (antagonista competitivo reversible del receptor P2X), MRS2500 

(antagonista selectivo del receptor P2Y1) (161) y clopidogrel (antagonista selectivo 

del receptor P2Y12) (162) que se obtuvieron en Tocris. 

III.A.4. Anticuerpos 

Todos los anticuerpos empleados (Tabla 5 y Tabla 6) aon anticuerpos frente a 

humano, cuya diana, o bien es el endotelio, los leucocitos, o la plaqueta. Algunos 

anticuerpos se utilizaron conjugados con isotiocianato de fluoresceína (FITC, por 

sus siglas en inglés) o con ficoeritrina (PE, por sus siglas en inglés). 

Tabla 5. Anticuerpos bloqueantes utilizados. 

 

Casa comercial ANTICUERPO (Ab)

anti-CD42b

anti-CD162

anti-CD62P

anti-GPIIb/IIIa

anti-ICAM-1

anti-JAMC

Abcam

Merck Millpore
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Tabla 6. Anticuerpos de marcaje utilizados 

 

III.A.5. Reactivos 

Los reactivos usados se muestran en la Tabla 7 agrupados por la casa comercial. 

Casa comercial ANTICUERPO (Ab)

Abcam CD41 purificado

Beckman Coulter CD41 - PE

anti-CD11b - PE

anti-CD18 -FITC

anti-CD62P - FITC

anti-PAC-1 - FITC

Life Technologies Alexa Flour® 488

BD Biosciences
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Tabla 7. Reactivos utilizados. 

 

Casa comercial REACTIVO

AirLiquide Gases

BD Biosiences Solución de lisis citometría

BD Vacutainer Tubos con citrato sódico

Braun Suero fisiológico (NaCl 0,9%)

Chrono-Log Corp. Adenosín difosfato (ADP)

GE Healthcare Ficoll-Paque TM Plus

Colagenasa

"Phosphate Buffered Saline"  (PBS)

Tripsina

J.T. Baker Etanol

Dulbecco´s PBS con Ca2+ y Mg2+ (DPBS+)

Dulbecco´s PBS sin Ca2+ y Mg2+ (DPBS-)

"Endothelial Cell Growth Basal Medium- 2" (EBM-2)

"Hank´s balanced salt solution"  (HBSS)

Kit suplemento "SingleQuots"  TM de EGM-2

Suero Fetal Bovino (FBS)

Cubreobjetos de cristal (25 mm ∅ )

Cubreobjetos de plástico (25 mm ∅ )

Panreac Paraformaldehído

ADP

Agua para cultivos 

Albúmina Sérica Humana 25% (HSA)

Ciclofosfamida (CPM)

Cloruro férrico (FeCl3)

Dextrano

Dimelsulfóxido (DMSO)

Fibronectina

Formalina 10%

RPMI 1640 suplementado con 20 mM HEPES

Xilacina

Gibco

Lonza

Sigma-Aldrich, Inc

Nunc
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III.A.6. Equipos 

El equipamiento empleado se indica, a continuación, en la metodología, situándolo 

en la técnica correspondiente. 

III.B. MÉTODOS: TÉCNICAS IN VITRO 

III.B.1. Obtención de células  

III.B.1.1. Extracción y cultivo de células endoteliales  

Las CE empleadas fueron las HUVECs y se obtuvieron mediante disgregación 

enzimática con colagenasa de los cordones umbilicales humanos frescos y 

completos (148,163). Los cordones presentan una morfología helicoidal y tubular 

(Figura 30). Además, a nivel vascular están constituidos por dos arterias y una única 

vena (164). 

 
Figura 30. Cordón umbilical humano. Sección del cordón umbilical pinzado mediante una llave 

que tiene acoplada una jeringa y una pinza, permitiendo que el interior de la vena esté cargado de 

colagenasa. 
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Extracción de HUVEC 

La extracción comenzó con un lavado de la vena del cordón con PBS a 37°C para 

eliminar los restos de sangre. Tras el lavado se introdujo la colagenasa (1 mg/mL, 

enzima con acción disgregante) en la vena, dejándola actuar durante 17 min en el 

incubador (37°C) (148,163,165). Transcurrido ese período de tiempo, el cordón se 

masajeó suavemente para garantizar la separación de las CE de la pared del vaso y 

se neutralizó la actividad de la colagenasa mediante EBM-2 —medio de cultivo 

específico—. El contenido se recogió y se centrifugó a 259 xg durante 5 min. El 

precipitado obtenido se resuspendió en 5 mL de EBM-2 suplementado con un kit 

que contiene FBS (2% v/v), hidrocortisona (0,04% v/v), bFGF humano (hbFGF, 0,4% 

v/v), VEFG, (0,1% v/v), “Recombinant Long R3 Insulin-Like Growth Factor-1” (R3-IGF-

1, 0,1% v/v), ácido ascórbico (0,1% v/v), Factor de crecimiento epidérmico humano 

(hEGF, 0,1% v/v), anfotericina B sulfato de gentamicina (GA-1000, 0,1% v/v), 

heparina (0,1% v/v), penicilina (50 unidades/mL), estreptomicina (50 μg/ml) y 

fungizona (2,5 μg/ml). 

Cultivo de células endoteliales  

El contenido anterior se depositó en un frasco de cultivo celular T-25 que se 

almacenó en el incubador, donde las células se adhirieron y crecieron hasta 

alcanzar el 100% de confluencia. Una vez se alcanzó la misma, los cultivos primarios 

se despegaron con tripsina (166). En primer lugar, se aspiró el medio y se añadieron 

5 mL de PBS para lavar. En segundo lugar, se añadieron 2 mL de tripsina y se aspiró 

rápidamente. En tercer lugar, se volvieron a añadir 2 mL de tripsina y se dejó actuar 

durante 2 min en el incubador. Tras los 2 min, se neutralizó con 5 mL de EBM-2 y se 

transfirió el contenido a un falcón de 50 mL para ser centrifugado durante 5 min a 

1200 rpm. Finalmente, se aspiró todo el sobrenadante y se resuspendió el 

precipitado en el volumen adecuado de EBM-2 que depende del número de 
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pocillos a sembrar (2 mL/pocillo). Este nuevo contenido se transfirió a las placas de 

cultivo de seis pocillos con cubreobjetos de 25 mm Ø revestidos de fibronectina 

(5mg/mL) (167). 

Las placas de cultivo se mantuvieron en el incubador a 37°C, en atmosfera húmeda 

de 95% aire / 5% CO2, durante aproximadamente 48 h que es el tiempo necesario 

para alcanzar el 100% de confluencia en estos pocillos. Estas células del primer pase 

de los cultivos primarios de HUVECs (Figura 31) sobre los cubreobjetos son las que 

se utilizaron en los experimentos de adhesión en cámara paralela de flujo (véase 

III.B.3. Adhesión en cámara paralela de flujo). 

 

 
Figura 31. Imagen representativa de la monocapa de HUVECs. 
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III.B.1.2. Aislamiento de leucocitos 

La obtención de los leucocitos se realizó a partir de las muestras sanguíneas 

recolectadas en tubos de citrato como anticoagulante (146,165). Los leucocitos de 

interés fueron los polimorfonucleares (PMN) y estos se aislaron mediante un 

método basado en el gradiente de densidad (168). 

El proceso comenzó con la adición de 10 mL de dextrano al 3% (en suero 

fisiológico) sobre, aproximadamente, un total de 20 mL de sangre periférica, para 

eliminar los eritrocitos (169,170). Tras un período de 45 min a temperatura 

ambiente (25ºC), se recogió la parte superior (Figura 32. A) —ya que la mayoría de 

los eritrocitos se deposita en la parte inferior— que se depositó cuidadosamente 

sobre 15 mL de medio Ficoll-Paque Plus (Figura 32. B). Este medio origina un 

gradiente de densidad que junto a una centrifugación de 25 min a 259 xg permitió 

aislar los PMN en el precipitado (Figura 32. C). Este precipitado se resuspendió en 

3 mL de tampón de lisis y tras 5 min a temperatura ambiente se centrifugó de nuevo 

a 259 xg durante 5 min. Posteriormente, se lavaron con 5 mL de HBSS (sin Ca2+ ni 

Mg2+) y se centrifugó otra vez a 259 xg durante 5 min. Finalmente, se resuspendió 

el precipitado —donde se hayan los PMN— en 3 mL de medio RPMI suplementado 

con FBS inactivado (10% v/v), penicilina/estreptomicina (1% v/v), glutamina (1% v/v) 

y piruvato sódico (1% v/v) (146,165). 
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Figura 32. Imágenes representativas del proceso de aislamiento de leucocitos basado en el 

gradiente de densidad. A. Sangre periférica con dextrano al 3% para eliminar los eritrocitos 

depositados. B. Sobrenadante del tubo A sobre el medio Ficoll-Paque Plus que permite el gradiente 

de densidad. C. Tubo B tras 25 min de centrifugación a 259 xg, a partir del cual se obtienen los PMNs 

del precipitado. 

Este contenido celular se utilizó en los experimentos de citometría (véase III.B.4. 

Citometría de flujo). 

 

III.B.1.3. Extracción de plasma rico en plaquetas y preparación de plaquetas 

lavadas  

La obtención tanto del plasma rico en plaquetas (PRP) como de plaquetas lavadas 

se realizó a partir de la sangre entera, mediante un método de extracción con 

prostaciclina (171) para evitar la activación mecánica de las plaquetas (172). 

 

A B C
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Extracción de PRP 

Los tubos de citrato sódico con la sangre (Figura 33. A) se centrifugaron a 220 g —

con aceleración y desaceleración suave— durante 10 min y se obtuvo un 

sobrenadante que constituyó el PRP per se (Figura 33. B). 

 
Figura 33. Extracción PRP. A. Sangre entera. B. Tubo A tras la centrifugación donde se aprecia el 

PRP en la parte superior (fase traslucida de color amarillo). 

Preparación de plaquetas lavadas  

Para obtener las plaquetas lavadas, se centrifugó el PRP a 700 g durante 10 min. 

Tras la centrifugación, el plasma pobre en plaquetas (PPP) —que es el 

sobrenadante— se eliminó, y el precipitado de plaquetas se resuspendió 

suavemente en tampón salino hasta alcanzar una concentración final de 1x107 

plaquetas/mL (173). 
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Estos contenidos celulares se utilizaron en los experimentos de adhesión en cámara 

paralela de flujo y en los de citometría de flujo (véase III.B.3. Adhesión en cámara 

paralela de flujo y III.B.4. Citometría de flujo, respectivamente). 

 

III.B.2. Protocolos experimentales del tratamiento in vitro 

En los ensayos in vitro se efectuaron los mismos tratamientos farmacológicos en las 

distintas muestras biológicas empleadas (células endoteliales, plaquetas, 

neutrófilos, sangre entera y PRP) que posteriormente se analizaron con las distintas 

técnicas que se describen posteriormente (véase III.B.3. Adhesión en cámara 

paralela de flujo, III.B.4. Citometría de flujo y III.B.5. Agregometría). 

Los tratamientos fueron los siguientes (Figura 34): 

• ITIAN: ABC (2,5-5 µg/mL), TDF (10 µg/mL), ddI (10 µg/mL), 3TC (10 µg/mL) 

y FTC (10 µg/mL) 

• ITINN: NVP (50 µg/mL), RPV (1µg/mL) y EFV (25 µg/mL) 

• CCR5: MRV (5 µg/mL) 

• IP: LPV (25 µg/mL), ATV (25 µg/mL) y DRV (25 µg/mL) 

• INI: EVG (10 µg/mL) y RAL (5 µg/mL) 
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Figura 34. Protocolo experimental del tratamiento in vitro. La figura muestra el tratamiento de 

las distintas muestras con los diferentes antirretrovirales: abacavir (ABC, 2,5-5 µg/mL), tenofovir 

(TDF, 10 µg/mL), didanosina (ddI, 10 µg/mL), lamivudina (3TC, 10 µg/mL), emtricitabina (FTC, 10 

µg/mL), nevirapina (NVP, 50 µg/mL), rilpivirina (RPV, 1µg/mL), efavirenz (EFV, 25 µg/mL), maraviroc 

(MRV, 5 µg/mL), lopinavir (LPV, 25 µg/mL), atazanavir (ATV, 25 µg/mL), darunavir (DRV, 25 µg/mL), 

elvitegravir (EVG, 10 µg/mL) y raltegravir (RAL, 5 µg/mL). Todos los tratamientos se realizaron a 37oC. 
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III.B.3. Adhesión en cámara paralela de flujo  

La cámara paralela de flujo es una técnica que permite el estudio de las 

interacciones entre distintas células sobre una superficie en condiciones dinámicas 

y controladas (174) y trata de reproducir experimentalmente lo que sucede 

fisiológicamente en un vaso sanguíneo. En esta Tesis Doctoral, se analizaron las 

interacciones entre CE —HUVEC— y plaquetas. La ejecución de esta técnica involucra 

fundamentalmente el siguiente equipamiento: una cámara paralela de flujo, una 

bomba de infusión, un microscopio, un sistema de epi-fluorescencia, una 

videocámara y un ordenador con el software específico como sistema de detección 

(Figura 35) (146,175). 

 
Figura 35. Equipo de adhesión dinámica en cámara paralela de flujo. De izquierda a derecha: 

bomba de infusión/perfusión (Harvard Apparatus PHD 2000), microscopio invertido (Nikon Eclipse 

TE 2000-S) con una videocámara acoplada (Sony Exware HAD), cámara paralela de flujo, equipo de 

Epi-luminiscencia (Nikon), y ordenador con el software NIS-Elements Advanced Research para la 

adquisición de las imágenes y los vídeos. 
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El parámetro estudiado para evaluar la interacción celular fue (176): 

• Adhesión plaquetaria al endotelio (células/mm2): una plaqueta se 

considera adherida al endotelio vascular si permanece estacionada sobre 

la monocapa endotelial durante un período igual o superior a 30 s y se 

cuantificó el número de células adheridas a lo largo de 100 µm de vaso. 

La cámara paralela de flujo posee tres placas con una hendidura circular (Figura 36. 

A) que permite la visualización, siendo una de ellas calefactora lo cual permite que 

la experimentación se realice a 37°C. En la hendidura de la placa inferior se insertó 

el cubreobjetos que contiene las HUVEC confluentes (177). Una vez se montó la 

cámara, se acoplaron las conexiones a través de las cuales se permite el flujo de la 

suspensión celular a través de la bomba de infusión. Esta se calibró para que la 

suspensión celular circulase con un caudal de 0,36 mL/min o con una presión de 

0,7 dinas/cm2 sobre un área de 125 mm2 del cubreobjetos (146). Posteriormente, la 

cámara se colocó sobre el microscopio invertido (Figura 36. B). 

 
Figura 36. Cámara paralela de flujo. A. Cámara abierta. B. Cámara cerrada sobre el 

microscopio invertido. En ambas imágenes se aprecia la hendidura circular sobre la cual se 

coloca el cubreobjetos con la monocapa confluente de HUVEC y las conexiones que permiten 

que se perfunda la suspensión celular a través de la cámara paralela de flujo. 

A B
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El microscopio está equipado con un sistema de Epi-Fluorescencia y un objetivo 

40X que permite la observación de la interacción de las plaquetas con el endotelio 

(Figura 35). Además, este está conectado a una videocámara y a un ordenador con 

el software que facilita tanto la visualización a tiempo real de las imágenes y los 

vídeos como el tratamiento posterior. 

Previamente a la técnica de adhesión en la cámara paralela de flujo, las plaquetas 

se marcaron debido a que es imprescindible para detectarlas, ya que por su tamaño 

no pueden observarse a simple vista en el microscopio. Por tanto, antes de detallar 

el ensayo a estudio para determinar la adhesión plaquetaria, se detalla el marcaje 

de plaquetas a continuación. Las plaquetas lavadas (véase III.B.1.3. Extracción de 

plasma rico en plaquetas y preparación de plaquetas lavadas) se incubaron a 37°C 

durante 30 min con el anticuerpo anti-CD41 conjugado con el fluorocromo Alexa 

Fluor® 488 (173). Esta incubación permite marcar fluorescente y específicamente 

las plaquetas. A continuación, las plaquetas se centrifugaron para eliminar el CD41-

Alexa Fluor®488 no unido a las plaquetas. Después, estas se resuspendieron para 

alcanzar aproximadamente una concentración de 2,5 x 106 células/mL. 

4mL de plaquetas lavadas y marcadas se perfundieron durante 5 min y 

consecutivamente, se lavó la monocapa con 4 mL de tampón salino para eliminar 

las plaquetas no adheridas. Finalmente, se tomaron 5 imágenes de campos 

independientes —tanto en campo claro como fluorescente— a partir de las cuales se 

calculó la adhesión plaquetaria al endotelio (173), parámetro evaluado para analizar 

la interacción. 
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III.B.3.1. Estudio del efecto in vitro de ABC y otros ARV sobre la interacción 

plaqueta-endotelio 

El efecto in vitro de los ARV sobre la interacción plaqueta-endotelio analizó la 

adhesión plaquetaria (plaquetas/mm2) al endotelio. Así, se estudió el efecto de ABC 

y de otros ARVs, y, en el caso particular de ABC, también, se determinó el tipo 

celular involucrado, las moléculas de adhesión responsables y la implicación del 

sistema purinérgico. 

Protocolo experimental 

Se trataron tanto las HUVEC como las plaquetas —de manera independiente y no 

excluyente— con concentraciones clínicamente relevantes de los diferentes ARV 

(178,179,188,189,180–187), tal y como se indica anteriormente en la Figura 34. 

Como control negativo se utilizó el vehículo correspondiente de cada fármaco; 

mientras que TNF-a (25 ng/mL) y ADP (5µmol/L) se emplearon como control 

positivo de HUVEC y plaquetas, respectivamente. Transcurrido el tiempo de 

tratamiento, se marcaron las plaquetas y se perfundieron sobre la monocapa 

endotelial para así determinar la adhesión de plaquetas al endotelio (células/mm2) 

(véase III.B.3. Adhesión en cámara paralela de flujo). 

Con el fin de evaluar el tipo celular implicado se trataron, o las HUVEC y las 

plaquetas conjuntamente con ABC 5 µg/mL, o se trataron ambos tipos celulares de 

forma independiente, es decir, tratando un tipo u otro. El resto del procedimiento 

es análogo al descrito previamente.  

Para evaluar las moléculas de adhesión responsables de la respuesta con ABC, 

previamente al tratamiento con ABC 5 µg/mL o con el vehículo, se pretrataron tanto 

las HUVEC como las plaquetas durante 15 min a 37°C con los diferentes anticuerpos 

bloqueantes de moléculas de adhesión endoteliales y plaquetarias (175,190–196). 
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En el caso de las HUVEC se utilizó el anticuerpo bloqueante frente a ICAM-1 (CD54, 

20 μg/mL), P-selectina (CD62P, 25 μg/mL) o PSGL-1 (CD162, 5 μg/mL); mientras 

que en las plaquetas el anticuerpo bloqueante frente a JAMC (10 μg/mL), PSGL-1 

(CD162, 5 μg/mL), GPIba (CD42b, 25 μg/mL), P-selectina (CD62P, 25 μg/mL) o la 

molécula bloqueante de GPIIbIIIa (eptifibatida, 0,65 μg/mL) (197–199). Transcurrido 

el tiempo de pre- y tratamiento, se marcaron las plaquetas y se perfundieron sobre 

la monocapa endotelial para así determinar la adhesión de plaquetas al endotelio 

(células/mm2) (véase III.B.3. Adhesión en cámara paralela de flujo). 

Para estudiar la implicación del sistema purinérgico en la respuesta de ABC, 

previamente al tratamiento de las HUVEC y las plaquetas con ABC 5 µg/mL o con 

vehículo, se pretrataron ente 15 y 60 min a 37°C con diversos compuestos que 

intervienen en diferentes puntos de la ruta de señalización purinérgica (200–203). 

Las HUVEC se pretrataron con apirasa (30 min, 1 μmol/L), suramina (60 min, 100 

μmol/L, antagonista no selectivo de los receptores de ATP), NF023 (30 min, 10 

μmol/L, antagonista de los receptores de ATP P2X1-4), A317491 (30 min, 25 nmol/L, 

antagonista de los receptores de ATP P2X3 y P2X2/3) o A804598 (30 min, 1 μmol/mL, 

antagonista del receptor de ATP P2X7). Mientras que las plaquetas con apirasa (30 

min, 1 μmol/L) NF449 (15 min, 100 μmol/L, antagonista de los receptores de ATP 

P2X1), MRS2500 (15 min, 100 μmol/L, antagonista del receptor de ATP P2Y1) o 

clopidogrel (15 min, 30 μmol/L, antagonista del receptor de ATP P2Y12) 

(158,160,161,204–206). Transcurrido el tiempo de pre- y tratamiento, se marcaron 

las plaquetas y se perfundieron sobre la monocapa endotelial para así determinar 

la adhesión de plaquetas al endotelio (células/mm2) (véase III.B.3. Adhesión en 

cámara paralela de flujo). 
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III.B.4. Citometría de flujo 

La citometría de flujo es una técnica sofisticada, desarrollada durante el siglo XX 

(207), compuesta básicamente por tres sistemas —de fluidos, óptico y electrónico— 

(208) que se acoplan y proporcionan un análisis multiparamétrico rápido e 

individual a partir de una suspensión celular en movimiento. En primer lugar, el 

sistema de fluidos genera una presurización y como consecuencia la suspensión 

celular circula. Una vez la suspensión celular está en circulación participa el sistema 

óptico que la excita mediante un láser y la fluorescencia emitida es captada y 

registrada por el sistema electrónico. La captación de luz se produce en dos 

direcciones, directa y lateral (90°). La primera es conocida como FSC (forward 

scatter) e indica el tamaño relativo de la célula; y la lateral como SSC (side scatter) 

que revela la granulosidad o complejidad celular. Por tanto, esta técnica permite 

caracterizar simultáneamente diferentes tipos celulares18 en función de su tamaño 

y granulosidad. Por último, el sistema electrónico transforma las señales ópticas en 

electrónicas, es decir, se encarga de ejecutar la conversión analógica-digital de los 

datos. 

El citómetro empleado es el BD FACSCaliburTM (209) (Figura 37) que consta de un 

sistema óptico formado, entre otros elementos, por un láser de Argón y un láser de 

diodo rojo. Además, el ordenador al cual está conectado cuenta con el software BD 

CellQuestTM Pro (210), que permite manipular y analizar la distribución de los 

diferentes parámetros analizados a través de la representación en forma de 

histograma de las poblaciones celulares. 

 
18 Cada célula o partícula que detecta el citómetro se designa como evento. 
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Figura 37. Equipo de citometría. De izquierda a derecha: citómetro (modelo BD FACSCaliburTM 

de BD Biosciences), tubo de citómetro y pantalla de ordenador con el software BD CellQuestTM Pro. 

En la presente Tesis Doctoral, el parámetro indicativo de estudio es la mediana de 

intensidad de fluorescencia. Principalmente, la fluorescencia utilizada proviene de 

los siguientes fluorocromos: FITC (pequeña molécula orgánica, cuyo peso 

molecular (PM) es 389 Da) o PE (ficobiliproteína, cuyo PM es 240000 Da) que se 

conjugan con anticuerpos (208) dirigidos contra antígenos de superficie celular19. 

El primer fluorocromo se excita a 488 nm y emite alrededor de 530 nm, mientras 

que el segundo a 532 nm y a 550 nm (207). 

 

 
19 Cada antígeno tiene acuñado un número de diferenciación de grupo (CD, “cluster of 

differentiation”) que permite inmunofenotipar las poblaciones, ya que los CD actúan como 

marcadores específicos. 
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La técnica de la citometría de flujo fue utilizada para estudiar(165): 

• la interacción plaqueta-neutrófilo a través de la detección de la 

presencia de plaquetas en las distintas poblaciones leucocitarias en 

muestras de sangre entera (Figura 38). 

 

 

 

Figura 38. Histograma representativo de la población mixta leucocitaria identificada 

mediante citometría de flujo. En color neutrófilos, en monocitos y en linfocitos. La señal de 

la intensidad se ha representado mediante una amplificación lineal. 
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• la activación plaquetaria a través de la expresión de P-selectina y gpIIbIIIa 

(molécula responsable de la agregación plaquetaria) en muestras de PRP 

(Figura 39). 

 

Figura 39. Histograma representativo de la población de plaquetas identificada mediante 

citometría de flujo. La señal de la intensidad se ha representado mediante una amplificación 

logarítmica.  

En el caso de sangre entera, se incubó 40 µL de sangre entera con 2,5 µL de 

anticuerpo conjugado a un fluorocromo, durante 30 min a temperatura ambiente y 

oscuridad. Tras la incubación, las muestras se diluyeron con 500 µL de solución de 

lisis de citometría (FACS Lysing Solution) y se conservaron durante 5-10 min a 4°C, 

tiempo en el cual se produjo la lisis de los eritrocitos. En el caso del PRP, este 

primero fue extraído (véase III.B.1.3. Extracción de plasma rico en plaquetas y 

preparación de plaquetas lavadas) y, posteriormente 10 μL del mismo se diluyó en 

90 μL de HBSS (sin Ca2+ ni Mg2+).  
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A continuación, se incubó con un anticuerpo conjugado con un fluorocromo 

durante 10 min a 37°C en oscuridad (211). Finalizada la incubación se diluyó en 500 

μL de HBSS y 500 μL de formalina al 10% y se conservó durante 5 min a 4°C.  

Después, se analizaron las muestras (sangre entera y PRP) en el citómetro para 

determinar la mediana de la intensidad de fluorescencia del anticuerpo a partir de 

10.000 y 30.000 eventos/muestra, respectivamente (175,212). 

III.B.4.1. Estudio del efecto in vitro de ABC y otros ARV sobre la interacción 

plaqueta-leucocito 

El efecto in vitro de los ARV sobre la interacción plaqueta-leucocito analizó la 

intensidad de fluorescencia de CD41, molécula que marca plaquetas y permite su 

detección en las poblaciones de leucocitos. Así, se estudió el efecto de ABC y de 

otros ARV, y, en el caso particular de ABC, también, se determinó el tipo celular 

involucrado, las moléculas de adhesión responsables y la implicación del sistema 

purinérgico. 

Protocolo experimental 

Se trataron entre 250-500 µL de sangre con concentraciones clínicamente 

relevantes de los diferentes ARV (178,179,188,189,180–187), tal y como se indica 

anteriormente en la Figura 34. Como control positivo se utilizó ADP (5 µM) y como 

control negativo los vehículos respectivos de cada fármaco. Tras el tratamiento, las 

muestras se analizaron por el citómetro para determinar la mediana de la intensidad 

de fluorescencia de CD41 incubándolas con CD41-PE (197,198), tal y como se 

describe en previamente en III.B.4. Citometría de flujo. 
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Con el fin de evaluar el tipo celular implicado se trataron, o los neutrófilos aislados 

(véase III.B.1.2. Aislamiento de leucocitos) y las plaquetas lavadas (véase III.B.1.3. 

Extracción de plasma rico en plaquetas y preparación de plaquetas lavadas) 

conjuntamente con ABC 5 µg/mL, o se trataron ambos tipos celulares de forma 

independiente, es decir, tratando un tipo u otro. Después, se mezclaron las 

diferentes combinaciones de poblaciones en una ratio 1:20 y se analizó de manera 

análoga al procedimiento descrito previamente. 

Para evaluar las moléculas de adhesión responsables de la respuesta con ABC, 

previamente al tratamiento con ABC 5 µg/mL o con el vehículo, se pretrató la sangre 

durante 15 min a 37°C con los diferentes anticuerpos bloqueantes de moléculas de 

adhesión plaquetarias o leucocitarias. Los anticuerpos bloqueantes de moléculas 

de adhesión plaquetarias empleados fueron: CD62P (P-selectina, 25 µg/mL), 

CD42b (gpIba, 25 µg/mL) y JAMC (JAMC, 10 µg/mL). Mientras que los anticuerpos 

bloqueantes de moléculas de adhesión leucocitarias fueron: CD162 (PSGL-1, 5 

µg/mL), CD11b (Mac-1, 20 µg/mL) y CD18 (integrinas b2, 10 µg/mL). Tras el pre- y 

tratamiento, las muestras se analizaron por el citómetro para determinar la mediana 

de la intensidad de fluorescencia de CD41 incubándolas con CD41-PE, tal y como 

se describe en previamente en III.B.4. Citometría de flujo. 

Para estudiar la implicación del sistema purinérgico en la respuesta con ABC, 

previamente al tratamiento con ABC 5 µg/mL o con el vehículo, se pretrató la sangre 

con diversos compuestos que intervienen en diferentes puntos de la ruta de 

señalización purinérgica Los antagonistas de los receptores purinérgicos 

leucocitarios fueron: A317491 (antagonista de los receptores P2X2-3, 25 nM, 30 min) 

y A804598 (antagonista del receptor P2X7, 1µM, 30 min). Mientras que los 

antagonistas de los receptores purinérgicos plaquetarios fueron: NF449 

(antagonista del receptor P2X1, 100 µM, 15 min), MRS2500 (antagonista del 

receptor P2Y1, 100 µM, 15 min) y clopidogrel (antagonista del receptorP2Y12, 30 
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µM, 15 min). Tras el pre- y tratamiento, las muestras se analizaron por el citómetro 

para determinar la mediana de la intensidad de fluorescencia de CD41 

incubándolas con CD41-PE, tal y como se describe en previamente en III.B.4. 

Citometría de flujo. 

III.B.4.2. Estudio del efecto in vitro de ABC y otros ARV sobre la activación 

plaquetaria 

El efecto de los ARV sobre la activación plaquetaria se estudió mediante dos 

marcadores del propio proceso: la expresión de la molécula de adhesión P-

selectina —a través de fluorescencia de CD62P-FITC (211)— y gpIIbIIIa —a través de 

fluorescencia de PAC-1-FITC—. Ambas moléculas se evaluaron en PRP. 

Expresión de la molécula de P-selectina y de GPIIbIIIa 

Tras extraer el PRP (véase III.B.1.3. Extracción de plasma rico en plaquetas y 

preparación de plaquetas lavadas), se trató con concentraciones clínicamente 

relevantes de los diferentes ARV (178,179,188,189,180–187), tal y como se indica 

anteriormente en la Figura 34. Como control positivo se utilizó ADP (5 µmol/L) y 

como control negativo los vehículos de los fármacos. Tras el tratamiento, el ensayo 

es tal cual como se describe en III.B.4. Citometría de flujo, siendo el anticuerpo 

empleado CD62P-FITC para evaluar la expresión de P-selectina y PAC1-FITC para 

evaluar la expresión de GPIIbIIIa (199). 
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III.B.5. Agregometría 

La agregación plaquetaria se evaluó mediante un agregómetro de impedancia —

concretamente con el modelo Chrono-Log Model 590-2D (Figura 40)— que 

cuantifica la variación de la resistencia eléctrica producida como consecuencia de 

la agregación plaquetaria a los electrodos de platino (213). 

 

Figura 40. Agregómetro de impedancia. A. Vista frontal del agregómetro. B. Vista plana del 

agregómetro, donde se aprecian los dos canales de muestra con sus respectivas cubetas. C. 

Electrodo formado por dos alambres de platino, al cual se aglutinan los agregados plaquetarios. 

A

B C
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El ordenador conectado al agregómetro detecta, gracias al software AggroLink®, la 

variación de la impedancia que la traduce y representa a través de una curva con 

monotonía decreciente. La curva registrada se caracteriza por los siguientes 

parámetros (Figura 41): 

• Pendiente: cuantifica la velocidad de agregación plaquetaria y se mide en 

Ω/min. 

• Amplitud: evalúa la respuesta máxima de agregación plaquetaria y se 

mide en Ω. 

• Área bajo la curva (AUC): correlaciona la pendiente y amplitud, 

midiéndose en Ω·min. 

 

Figura 41. Equipo de agregometría y registro de una curva de agregación. En la parte superior 

se observa tanto el agregómetro como el ordenador al cual está conectado; en la parte inferior, se 

detalla de manera ampliada el registro de la curva, donde se indica la amplitud, la pendiente y el 

área bajo la curva (AUC). 
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Todo ensayo de agregación plaquetaria requiere a priori que el equipo se calibre y 

se estabilice la muestra sanguínea. A continuación, se describen estos dos procesos 

comunes en todos los estudios. 

Calibración y estabilización  

Previamente al experimento, el agregómetro se calibró con la muestra sanguínea 

depositada en la cubeta. Este proceso consistió en ajustar la señal registrada a 0% 

y posteriormente se proporcionó un impulso de 20 Ω que se acopló a una señal de 

50%. Tras el cese del impulso, la señal detectada regresó a un valor de 0%. Este 

valor hace referencia a las condiciones basales de cada muestra. Después de la 

calibración, la muestra se dejó durante 4 min a 37°C y en agitación constante (1200 

spin) para que se estabilizase. 

III.B.5.1. Estudio del efecto in vitro de ABC y otros ARV sobre la interacción 

plaqueta-plaqueta 

El efecto de los ARV sobre la agregación plaquetaria potenciada por ADP (5 µM) se 

evaluó a partir del AUC.  

Protocolo experimental 

Una vez se calibró el equipo con la muestra (sangre diluida 1:1 con solución salina) 

y esta se estabilizó en las cubetas del agregómetro, donde estaban inmersos los 

electrodos, se adicionó el vehículo o el ARV en las concentraciones indicadas 

anteriormente en la Figura 34. De este modo, se cuantificó el efecto agregante per 

se del ARV, durante los 5 min posteriores. A continuación, se añadió 10 µL ADP 

(5µM) —que es un agregante plaquetario— y se evaluó su efecto durante los 6 min 

consecutivos a su adición. 
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III.C. MÉTODOS: TÉCNICAS IN VIVO 

III.C.1. Protocolos experimentales de tratamiento in vivo 

En los ensayos in vivo se efectuaron las mismas administraciones agudas de 

fármacos en los ratones que posteriormente se analizaron con las técnicas propias 

del ensayo. Los tratamientos fueron los siguientes (Figura 42): 

• ITIAN: ABC (2,5-7,5 µg/mL), TDF (7,5 µg/mL), ddI (7,5 µg/mL), 3TC (7,5 

µg/mL) y FTC (7,5 µg/mL) 

• ITINN: NVP (7,5 µg/mL), RPV (0,4 µg/mL) y EFV (7,5 µg/mL) 

• CCR5: MRV (2,5 µg/mL) 

• IP: LPV (7,5 µg/mL), ATV (18 µg/mL) y DRV (14 µg/mL) 

• INI: EVG (7,5 µg/mL) y RAL (2,5 µg/mL) 
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Figura 42. Protocolo experimental del tratamiento in vivo. La figura muestra tratamiento de lo 

ratones con los diferentes antirretrovirales: abacavir (ABC, 2,5-7,5 µg/mL), tenofovir (TDF, 7,5 

µg/mL), didanosina (ddI, 7,5 µg/mL), lamivudina (3TC, 7,5 µg/mL), emtricitabina (FTC, 7,5 µg/mL), 

nevirapina (NVP, 7,5 µg/mL), rilpivirina (RPV, 0,4 µg/mL), efavirenz (EFV, 7,5 µg/mL), maraviroc (MRV, 

2,5 µg/mL), lopinavir (LPV, 7,5 µg/mL), atazanavir (ATV, 18 µg/mL), darunavir (DRV, 14 µg/mL), 

elvitegravir (EVG, 7,5 µg/mL) y raltegravir (RAL, 2,5 µg/mL). Todas las administraciones fueron vía 

intraescrotal (i.e.) 20 

 

 

 
20 La vía de administración se seleccionó dado que permite el impregnar de forma directa los vasos 

del cremáster con los diferentes antirretrovirales. 
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III.C.2. Microscopía Intravital 

La microscopia intravital es una técnica que permite el estudio de la fisiología celular 

en organismos vivos de manera in situ. Principalmente se utiliza para analizar la 

microcirculación in vivo. 

En la presente Tesis Doctoral se hizo uso de la microscopía intravital de campo 

amplio de fluorescencia, donde un sistema de iluminación básico iluminó 

permanentemente toda la muestra (214). Concretamente se empleó un 

microscopio ortostático (Nikon Optiphot-2, SMZ1, Nikon, Holanda) (Figura 43), con 

un objetivo 20X y un ocular 10X, acoplado a la videocámara (Nikon DS-Fi3) que 

proyecta las imágenes y los vídeos a un ordenador que los procesa gracias al 

software NIS-Elements Basic Research (147,175,215,216)  

 
Figura 43. Sistema de microscopía intravital. La imagen muestra los diferentes componentes del 

sistema de microscopia intravital. De izquierda a derecha en la parte superior: Optical Doppler 

Velocimeter y equipo de iluminación. De izquierda a derecha en la parte inferior: ordenador donde 

se visualizan las imágenes y videos con el programa NIS-Elements Basic Research, microscopio con 

videocámara acoplada, baño termostático y bomba de infusión.  
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La microcirculación a estudio, el músculo cremastérico (217), se analizó mediante 

parámetros hemodinámicos que permitieron estudiar el efecto de los ARV sobre la 

generación del trombo.. Estos fueron (148): 

• Shear rate (! , s-1): es la fuerza que ejerce la sangre sobre la pared del 

vaso. Esta se calcula según la siguiente definición newtoniana21: 

! = 8 ∙ %&'() ∙ 1,6 

Donde D es el diámetro de del vaso, Veri es la velocidad de los eritrocitos 

en el torrente sanguíneo que se calculó con la ayuda de un Optical 

Doppler Velocimeter (Microcirculation Reasearch Institute). 

 

• Tiempo de oclusión (s): es el tiempo transcurrido desde la adición de 

FeCl3 hasta la formación del trombo que da lugar a la oclusión del vaso.22 

 El tiempo de oclusión permite medir de forma cuantitativa tanto el daño 

 vascular como la activación y agregación plaquetaria, —parámetros 

 relevantes para el desarrollo del proceso trombótico— (218). 

 

Para observar el cremáster fue necesaria una intervención quirúrgica con el fin de 

exponerlo, que se describe a continuación al ser común a todos los estudios 

llevados a cabo donde se empleó la microscopia intravital. 

 

 
21 La formula asume que el vaso es un cilindro geométrico. 

22 El tiempo de oclusión máximo considerado fue 8 min. Una vez alcanzado este tiempo de oclusión 

se consideró que no se inducía la formación de trombo. 
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Microscopia intravital  

La microcirugía comenzó anestesiando al ratón23 con una mezcla de xilacina y 

ketamina (10/100 mg/kg) administrada vía intraperitoneal (i.p.). Una vez 

anestesiado se colocó al ratón en posición supina y se realizó una incisión en la zona 

testicular para extraer el testículo y permitir la extensión del músculo cremastérico—

con la ayuda de un cauterizador, de unas pinzas y de unos enganches— sobre un 

pedestal traslucido que permite su transiluminación y de superficie 155 mm2 (Figura 

44). Con el fin de garantizar la viabilidad del tejido, este se mantuvo superfundido, 

continuamente, con un flujo constante de 2 mL/min de solución tampón 

bicarbonatada (37°C, pH 7,4) gracias a una bomba de infusión y un baño 

termostático (147) (Figura 43). 

 
Figura 44. Cremáster expuesto sobre el pedestal translucido. Se observan algunos microvasos. 

 
23 La cepa de ratón usada si no se específica es la C57BL/6NCrc o B6. 
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Tras la extracción del cremáster, se buscó y seleccionó una arteria cuyo diámetro 

estuviera comprendido entre 20-35 µm (217) gracias a la herramienta de medición 

del software. Seguidamente, se comenzó a grabar un video de un máximo de 8 min 

que comienza con la adición de 80 µL de FeCl3 (25 mM) sobre la arteria elegida y 

finaliza o bien cuando se ocluye el vaso o bien a los 8 min. Durante toda la grabación 

se anotó el “shear rate” en función del tiempo y el tiempo de oclusión (s), 

parámetros hemodinámicos. 

III.C.2.1. Modelo de trombosis inducida por FeCl3 

El modelo de trombosis inducida por FeCl3 es uno de los modelos más utilizados 

(219) para estudiar el efecto trombótico de los fármacos. El FeCl3 es un agente 

químico que produce una liberación de ROS que provocan perdida de 

funcionalidad endotelial. Asimismo, induce activación leucocitaria y activación y 

agregación plaquetaria (220). Este modelo se puso apunto mediante un curva 

dosis-respuesta con el objetivo de determinar la concentración de FeCl3 que no es 

capaz de producir el trombo per se, pero si predispone al tejido a la formación del 

mismo ante otros factores externos (219). 

Se extrajo el cremáster de los animales sin tratamiento (véase III.C.2. Microscopía 

intravital), y se determinó el tiempo de oclusión en función de diferentes 

concentraciones de FeCl3 (25-100 mM) adicionadas sobre el cremáster. 
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III.C.2.2. Estudio del efecto in vivo de ABC y otros ARV sobre la trombogénesis  

El efecto in vivo de los ARV sobre la trombogénesis analizó el tiempo de oclusión 

en el modelo de trombosis inducida por FeCl3. Así, se estudió el efecto de ABC y 

de otros ARV, y, en el caso particular de ABC, también, se determinó el “shear rate”. 

Asimismo, en ABC, además, se profundizó en el papel del leucocito y en la 

implicación del sistema purinérgico. 

Protocolo experimental 

Los ratones se trataron con concentraciones clínicamente relevantes de los 

diferentes ARV (178,179,188,189,180–187), tal y como se indica anteriormente en 

la Figura 42. Como controles positivos se administró diclofenaco (1 mg/kg, 2 h) y 

rofecoxib (0,1 mg/kg, 2h) y como control negativo los vehículos de los fármacos (4 

h) vía intraperitoneal (i.p.). Tras el tratamiento se determinaron los parámetros 

hemostáticos en el microscopio intravital (véase III.C.2. Microscopía intravital). 

Con el propósito de evaluar el papel del leucocito en los efectos de ABC en el 

modelo de trombosis, previamente al tratamiento con ABC 5 µg/mL, los ratones 4 

días antes se pretrataron con CPM (150 mg/kg) vía i.p., generando así una 

depleción en el número de leucocitos gradual24 (221,222). En el día 4, los ratones 

se trataron con ABC 5µg/mL tal y como se describe previamente, y tras este se 

determinaron los parámetros hemostáticos en el microscopio intravital (véase 

III.C.2. Microscopía intravital). 

 
24 La leucodepleción llegó al máximo al cuarto día tras un único tratamiento de CPM. Esto se 

comprobó mediante un contaje celular en la cámara de Neubauer.  
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Para estudiar la implicación de los receptores purinérgicos en los efectos de ABC 

en el modelo de trombosis, previamente al tratamiento con ABC 5 µg/mL, los 

animales fueron pretratados con diferentes antagonistas de los receptores 

(202,223–225). Así, se pretrataron vía i.p. con A804598 (antagonista específico del 

receptor P2X7, 1µg/kg, 30 min) y A317491 (antagonista específico del receptor 

P2X2/3, 0,1 µg/kg, 30 min). Tras el pre- y tratamiento se determinaron los parámetros 

hemostáticos en el microscopio intravital (véase III.C.2. Microscopía intravital). 

Además de la aproximación farmacológica para evaluar la implicación de los 

receptores, también, se utilizaron ratones deficientes en el receptor P2X7 y así 

comprobar su implicación en la trombosis generada por ABC (226). Para ello, los 

ratones P2X7(R) KO se trataron con ABC 5µg/mL tal y como se describe 

previamente. Tras el tratamiento se determinaron los parámetros hemostáticos en 

el microscopio intravital (véase III.C.2. Microscopía intravital). 

III.C.3. Tomografía por Emisión de Positrones (PET)  

La medicina nuclear cuenta con diversas técnicas de imagen para el diagnóstico 

clínico no invasivas (227). Actualmente, en investigación preclínica las dos técnicas 

usualmente utilizadas son la tomografía por emisión de positrones (PET) y la 

tomografía axial computarizada (TAC) (228).Por un lado, la primera aprovecha la 

emisión de positrones, tras la administración del radiofármaco al torrente 

sanguíneo que se distribuye por todo el organismo, para visualizar y cuantificar los 

procesos fisiológicos y biológicos. Uno de los radiofármacos más utilizados es la 

fluorodesoxiglucosa-18F (18F-FDG) (229) que es un azúcar simple ligado a una 

mínima cantidad de flúor radiactivo. Las regiones del organismo donde se produce 

una alta captación del radiofármaco se denominan puntos calientes y son 

indicativas de un alto nivel de actividad bioquímica o metabólica; mientras que las 
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zonas donde se produce una distribución menor del mismo se conocen como 

puntos fríos e indican que la actividad metabólica es reducida. Por otro lado, la 

segunda utiliza la radiación X para obtener secciones anatómicas. 

La UCIM de la UV cuenta con un equipo micro PET-TAC (Albira I, Bruker) (Figura 45) 

integrado que permite una adquisición multimodal de la información de ambas 

técnicas, fusionando las imágenes PET-TAC automáticamente. Esto permite que se 

cree una representación corporal completa del animal (Figura 46). 

 
Figura 45. Equipo micro PET-TAC (Albira I, Bruker). La ampliación corresponde a la zona donde se 

coloca el ratón, donde se aprecia el sistema de anestesia inhalada acoplado. 
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Figura 46. Imagen representativa PET-TAC del cuerpo de un ratón. Se aprecia la anatomía ósea 

del animal y las zonas calientes de captación del radiofármaco empleado. 

 

A partir de la imagen de la PET obtenida se realiza una reconstrucción de la misma 

mediante el algoritmo MLEM (“Maximun likehood Expectation Maximitation”), con 

corrección por decaimiento dado que la 18F-FDG tiene una vida media de 109,8 

min (230). Después, se determinan las regiones de interés (ROI) donde se calcula la 

radiactividad en esa región en kBq/cm3. A partir de la ROI se calcula el SUV 

(“Standardized Uptake Values”) que es la relación de la concentración de 

radioactividad derivada de la imagen y la concentración de todo el cuerpo de la 

radioactividad inyectada y tiene unidades de g/cm3. 

 

-.%	 = 	 012(456 78!)⁄
;7<(=(>;>	(?@&7<;>;	(456)

A&BC	>&D	;?(8;D	(E)
= 	E 78!F  
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III.C.3.1. Estudio del efecto in vivo de ABC en un modelo de inflamación de 

placas ateroscleróticas  

La captación de 18F-FDG a nivel celular se emplea como marcador para evaluar la 

formación de placas ateroscleróticas asociadas con procesos inflamatorios donde 

se produce infiltración de macrófagos (231,232) y calcificación de las zonas 

lesionadas (233). También, se ha visto que hay diferencias en la captación 

dependiendo del tratamiento farmacológico, la dieta y la cepa empleada (234).  

El estudio realizado persiguió determinar si había diferencias en la capacitación de 
18F-FDG en el corazón y la aorta, producida por el tratamiento con ABC y la dieta, 

con el fin de relacionar dicha variable con la inflamación y el desarrollo de placa 

aterosclerótica. Se establecieron dos grupos de ratones ApoE KO en función de la 

alimentación recibida: dieta normal y dieta grasa. La dieta específica se 

proporcionó durante tres meses y en el último mes se trataron con una 

concentración de ABC (3 mg/día, 200 µL) equivalente a la dosis del tratamiento 

humano25 (235) (236) vía oral gracias a una cánula o con agua (100 µL). 

Tras el tratamiento, se llevo a cabo la adquisición de la imagen PET-TAC. 

Inicialmente, se inyectó en el ratón 18F-FDG con una actividad entre 275,4 ± 26,81 

µCi (media ± SD) vía i.p. en un volumen aproximadamente de 200 µL. Esta 

administración se realizó con el animal en ayunas durante un período de 6 a 8 horas, 

pero con agua ad libitum. Pasados 60 minutos de la administración del 

radiofármaco, se sedó al animal mediante anestesia inhalatoria. La sedación 

consistió primero en un flujo constante de 1,5 L/m de isoflurano al 5% y 100% de 

oxígeno durante 5 minutos aproximadamente, y una vez el ratón perdió los reflejos 

se mantuvo al 1,5-2% de Isoflurano + 100% de oxígeno durante toda la 

 
25 !"#$#	&'$(&)	 *!"#"+ = -"#$#	ℎ/(&'&	 *!"#"+ 0	

#!	%&!'()
#!	'(*!'+ ; -"'-2	3(	ℎ/(&'" = 37	6	3(	7&8ó' = 3 
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intervención. A continuación, se obtuvo la imagen de cuerpo completo durante 15 

min de PET y 7 min de TAC. Por último, se calculó el valor de la SUV de las zonas de 

estudio, corazón y aorta. 

III.D. COMITÉS ÉTICOS26 

Toda la experimentación plasmada en la presente Tesis Doctoral satisface las 

directrices de la Comisión de Ética en Investigación Experimental de la UV27. En 

primer lugar, el Comité de Bioseguridad ratificó que las tareas científicas ejecutadas 

que implicaban el uso de agentes biológicos y químicos cumplían la normativa 

vigente. En segundo lugar, el Comité de Ética de Investigación en Humanos28 

(CEIH) junto con el Comité Ético del Hospital Clínico Universitario de Valencia 

evaluaron y aprobaron los proyectos en los cuales se encuadran los estudios que 

emplean muestras biológicas de origen humano y datos de carácter personal. 

Asimismo, todos los pacientes firmaron el correspondiente consentimiento 

informado. En tercer lugar, y último, el Comité de Experimentación y Bienestar 

Animal (CEBA) —bajo la supervisión de la Conselleria de Agricultura, Desarrollo 

Rural, Emergencia Climática y Transición Ecológica de la Comunitat Valenciana— 

certificó que la experimentación con animales incluida en los proyectos era 

propiada y cumplía con la normativa vigente29. Los procedimientos aceptados 

fueron el A1487170737866 y el A1491990878822. 

 
26 En el apartado VIII. Certificados se han anexado los certificados correspondientes. 

27 Reglamento de la Comisión Ética del Consejo de Gobierno de la UV (ACGUV 194/2006). 
28 Pautas éticas internacionales para la investigación biomédica en seres humanos del Consejo de 

Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas (CIOMS) 
29 Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen las normas básicas aplicables 

para la protección de los animales utilizados en experimentación y otros fines científicos, incluyendo 

la docencia. 
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III.E. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Principalmente, los datos se expresaron como media aritmética ± error estándar de 

la media (SEM, por sus siglas en inglés). Sin embargo, los datos del PET como media 

± desviación estándar (SD, por sus siglas en inglés). El número de experimentos 

independientes (n) para cada parámetro se indica en la leyenda de las figuras, 

siendo este siempre ≥4. Además, algunos parámetros se representaron como 

porcentaje (%), considerando como 100% el vehículo o control negativo. 

En el caso de comparar dos condiciones, se analizaron los resultados mediante un 

análisis test t. En el caso de comparar más de dos condiciones, se analizaron 

mediante un análisis de varianza (ANOVA) one-way con la corrección post hoc más 

apropiada (indicada en los pies de figura). También, se analizaron los datos 

mediante un análisis de varianza (ANOVA) two-way cuando habían involucradas dos 

variables independientes. La diferencia entre los grupos se considera 

estadísticamente significativa cuando p < 0,05, y esta se detalla en las figuras. Estos 

análisis se realizaron haciendo uso de GraphPad (Prism ®, versión 9). 
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IV.A. ESTUDIOS IN VITRO 

IV.A.1. Estudio de los efectos de los fármacos antirretrovirales sobre las 

distintas fases de la formación del trombo in vitro. 

IV.A.1.1. Evaluación del efecto de los antirretrovirales sobre la interacción 

plaqueta-endotelio 

Empleando la adhesión dinámica en cámara paralela de flujo, se estudió el efecto 

de los diferentes ARV analizados sobre la interacción plaqueta-endotelio. Para ello 

se trataron las HUVEC y las plaquetas con diferentes concentraciones de ARV, 

durante 4h y 1h respectivamente. Las concentraciones utilizadas fueron tanto 

clínicamente relevantes como concentraciones inferiores y superiores con el fin de 

abarcar un rango amplio de diferentes concentraciones, y así trazar las respectivas 

curvas dosis-respuesta, garantizando así la observación del efecto en caso de que 

se diese. 

En el caso de los ARV de tipo ITIAN, únicamente ABC (2,5-5 µg/mL) indujo un 

aumento significativo de la interacción plaqueta-endotelio respecto al control 

(vehículo) (Figura 47). El resto de ITIAN utilizados —TDF, ddI, 3TC y FTC — no 

causaron un incremento de la interacción plaqueta-endotelio, incluso a las 

concentraciones más altas que son las que se muestran en la figura (Figura 47). 
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Figura 47. Efecto de ABC y otros ITIAN sobre la interacción plaqueta-endotelio. Las HUVEC (4h) 

y las plaquetas (1h) fueron tratadas, o bien con agua estéril (vehículo), o bien con abacavir (ABC, 0,5-

5 µg/mL), tenofovir (TDF, 10 µg/mL), didanosina (ddI, 10 µg/mL), lamivudina (3TC, 10 µg/mL) y 

emtricitabina (FTC, 10  µg/mL); como control positivo se utilizó TNF-a (25 ng/mL) y ADP (5 µmol/L) 

para las HUVEC y las plaquetas, respectivamente. Las plaquetas fueron marcadas con el anticuerpo 

anti-CD41 conjugado con Alexa 488® para así poder cuantificar el número de plaquetas adheridas 

a las células endoteliales en la cámara paralela de flujo. La figura muestra el número de plaquetas 

adheridas por mm2 de endotelio; y los resultados se expresan como media ± SEM (n > 4). ***p< 

0,001, ****p< 0,0001 vs. vehículo (ANOVA seguido del post-test Dunnett). 

En el caso de los ARV de tipo ITINN evaluados —EFV, NVP y RPV—, todos 

promovieron la interacción plaqueta-endotelio (Figura 48). Sin embargo, el resto 

de ARV utilizados de tipo CCR5, IP e INI no provocaron ningún efecto sobre la 

interacción plaqueta-endotelio, incluso a las concentraciones más altas (Figura 48). 
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Figura 48. Efecto de los ITINN, CCR5, IP e INI sobre la interacción plaqueta-endotelio. Las 

HUVEC (4h) y las plaquetas (1h) fueron tratadas, o bien con los vehículos de los fármacos [agua estéril 

(vehículo), agua ácida (NVP), DMSO (RPV, RAL, ATV y DRV), y metanol (EFV, MVC y LPV)], o bien con 

nevirapina (NVP, 50 µg/mL), rilpivirina (RPV, 1 µg/mL), efavirenz (EFV, 25 µg/mL), maraviroc (MRV, 5 

µg/ml), lopinavir (LPV, 25 µ/mL), atazanavir (ATV, 25 µg/mL), darunavir (DRV, 25 µg/mL), y raltegravir 

(RAL, 5 µg/mL); como control positivo se utilizó TNF-a (25 ng/mL) y ADP (5 µmol/L) para las HUVEC 

y las plaquetas, respectivamente. Las plaquetas fueron marcadas con el anticuerpo anti-CD41 

conjugado con Alexa 488® para así poder cuantificar el número de plaquetas adheridas a las células 

endoteliales en la cámara paralela de flujo. La figura muestra el número de plaquetas adheridas por 

mm2 de endotelio; y los resultados se expresan como media ± SEM (n > 4). **p< 0,01, ***p< 0,001, 

****p< 0,0001 vs. vehículo (ANOVA seguido del post-test Dunnett). 

Estos resultados confirman que ABC es el único ITIAN que induce la interacción 

plaqueta-endotelio y que los ITINN evaluados —NVP, RPV y EFV— también fueron 

capaces de inducirla. 
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IV.A.1.2. Evaluación del efecto de los antirretrovirales sobre la interacción 

plaqueta-leucocito 

El efecto de los ARV sobre la interacción plaqueta-leucocito se evaluó mediante 

citometría de flujo, caracterizando la fluorescencia de CD41 de las plaquetas unidas 

a la subpoblación de neutrófilos. Para ello la sangre entera se trató con 

concentraciones crecientes de ARV durante 1h y posteriormente se incubó con el 

anticuerpo anti-CD41-PE (30 min), previamente a la citometría. 

De los ARV de tipo ITIAN, al igual que la interacción plaqueta-endotelio, 

únicamente ABC causó un incremento significativo de la interacción plaqueta-

neutrófilo (Figura 49). 
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Figura 49. Efecto de ABC y otros ITIAN sobre la interacción plaqueta-neutrófilo. La sangre 

entera fue incubada 1h a 37o con abacavir (ABC, 0,5-5 µg/mL), tenofovir (TDF, 10 µg/mL), didanosina 

(ddI, 10 µg/mL), lamivudina (3TC, 10 µg/mL) y emtricitabina (FTC, 10  µg/mL) o vehículo; como 

control positivo se utilizó ADP (5 µmol/L). Las plaquetas se incubaron con el anticuerpo anti-CD41-

PE (10 min) para así cuantificar la fluorescencia de CD41 (marcador específico de plaquetas) en la 

subpoblación de neutrófilos por citometría de flujo. La figura muestra el porcentaje de la mediana 

de fluorescencia normalizada respecto al vehículo (100%); y los resultados se expresan como media 

± SEM (n > 4). *p< 0,05, ***p< 0,001, ****p< 0,0001 vs. vehículo (Test Kruskal-Wallis seguido del 

post test Dunn. 

En cuanto a los ARV de tipo ITINN, la interacción plaqueta-neutrófilo no fue 

promovida por los mismos (Figura 50). El resto de ARV evaluados —CCR5, IP e INI—

, no indujeron la interacción plaqueta-neutrófilo (Figura 50). 
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Figura 50. Efecto de los ITINN, CCR5, IP e INI sobre la interacción plaqueta-neutrófilo. La 

sangre fue incubada 1h a 37o, o bien con nevirapina (NVP, 50 µg/mL), rilpivirina (RPV, 1 µg/mL), 

efavirenz (EFV, 25 µg/mL), maraviroc (MRV, 5 µg/ml), lopinavir (LPV, 25 µ/mL), atazanavir (ATV, 25 

µg/mL), darunavir (DRV, 25 µg/mL), y raltegravir (RAL, 5 µg/mL), o bien con los vehículos [agua 

estéril, agua ácida (NVP), DMSO (RPV, RAL, ATV y DRV), y metanol (EFV, MVC y LPV)]; como control 

positivo se utilizó ADP (5 µmol/L). Las plaquetas se incubaron con el anticuerpo anti-CD41-PE (10 

min) para así cuantificar la fluorescencia de CD41 (marcador específico de plaquetas) en la 

subpoblación de neutrófilos por citometría de flujo. La figura muestra el porcentaje de la mediana 

de fluorescencia normalizada respecto al vehículo (agua estéril) (100%); y los resultados se expresan 

como media ± SEM (n > 4). ****p< 0,0001 vs. vehículo (Test Kruskal-Wallis seguido del post test 

Dunn). 

Estos resultados muestran que ABC es el único ARV evaluado que induce la 

interacción plaqueta-neutrófilo. 
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IV.A.1.3. Evaluación del efecto de los antirretrovirales sobre la agregación 

plaquetaria (interacción plaqueta-plaqueta) 

El agregómetro permitió estudiar el efecto de los ARV sobre la agregación 

plaquetaria, es decir, sobre la interacción plaqueta-plaqueta. Para ello se trató la 

sangre entera (5 min) con los diferentes ARV y posteriormente se adicionó ADP 

como agente agregante. 

Se determinaron los valores tanto de la pendiente, amplitud y AUC (parámetros 

propios de la agregación) para cada uno de los tratamientos; no obstante, se 

muestra AUC normalizada que es el parámetro que engloba a los otros dos, ya que 

correlaciona pendiente y amplitud.  

Ni ABC ni el resto de ITIAN indujeron la potenciación de la agregación plaquetaria 

inducida por ADP (Figura 51).  
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Figura 51. Efecto de ABC y otros ITIAN sobre la agregación plaquetaria inducida por un 

estímulo positivo. La sangre fue incubada 5 min a 37o con abacavir (ABC, 2,5-5 µg/mL), tenofovir 

(TDF, 10 µg/mL), didanosina (ddI, 10 µg/mL), lamivudina (3TC, 10 µg/mL) y emtricitabina (FTC, 10 

 µg/mL) o vehículo (representado como 100%). A continuación, se añadió ADP (5 µM). La figura 

muestra el AUC normalizada respecto al vehículo y los resultados se expresan como media ± SEM 

(n > 4) (ANOVA seguido del post-test Dunnett). 

Del mismo modo, ningún fármaco del resto de grupos analizados (ITINN, CCR5 e 

IP) indujo la potenciación de la interacción plaqueta-plaqueta producida por ADP. 

Sin embargo, RAL —uno de los INI evaluados— si provocó una disminución 

significativa de la interacción plaqueta-plaqueta causada por ADP (Figura 52). 
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Figura 52. Efecto de los ITINN, CCR5, IP e INI sobre la agregación plaquetaria inducida por un 

estímulo positivo. La sangre fue incubada 5 min a 37o con rilpivirina (RPV, 1 µg/mL), efavirenz (EFV, 

25 µg/mL), maraviroc (MRV, 5 µg/ml), lopinavir (LPV, 25 µ/mL), atazanavir (ATV, 25 µg/mL), 

elvitegravir (EVG, 10 µg/mL) y raltegravir (RAL, 5 µg/mL) o vehículo (representado como 100%). A 

continuación, se añadió ADP (5 µM). La figura muestra el AUC normalizada respecto al vehículo y los 

resultados se expresan como media ± SEM (n > 4). *p< 0,05 vs. vehículo (ANOVA seguido del post-

test Dunnett). 

Estos resultados manifiestan que ni ABC ni el resto de ARV examinados inducen un 

cambio sobre la agregación plaquetaria. Como excepción, RAL si que reduce la 

agregación producida por ADP. No obstante, RAL no mostró efecto ni en la 

interacción plaqueta-endotelio (Figura 48) ni en la interacción plaqueta-leucocito 

(Figura 50), previamente analizadas. 
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IV.A.1.4. Evaluación del efecto de los antirretrovirales sobre la activación 

plaquetaria (expresión de P-selectina y GPIIb/IIIa) 

La activación plaquetaria se evaluó mediante citometría de flujo a través del estudio 

de la expresión de una molécula de adhesión tipo selectina, P-selectina, y de una 

tipo integrina, GPIIb/IIIa. Ambas son moléculas de adhesión presentes en las 

plaquetas activadas. Para ello las plaquetas (PRP) se trataron (1h) con los diferentes 

ARV y posteriormente se incubaron 10 min con el anticuerpo correspondiente. En 

el caso de P-selectina con el anticuerpo frente a CD62P, y para GPIIb/IIIa con el 

anticuerpo frente a PAC-1, en ambos casos marcados con FITC. 

Los resultados mostraron que ningún ARV analizado inducía la activación 

plaquetaria, incluso a concentraciones elevadas, ya que ni P-selectina ni GPIIb/IIIa 

aumentaron en las muestras de PRP tratadas con los ARV (Figura 53 y Figura 54). 

Estos datos concuerdan con los previos sobre la interacción plaqueta-plaqueta, la 

cual no era inducida por los ARV, excepto RAL que la reducía. 
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Figura 53. Efecto de ABC y otros ITIAN sobre la activación plaquetaria. El PRP fue incubado 1h 

a 37o con abacavir (ABC, 0,5-5 µg/mL), tenofovir (TDF, 10 µg/mL), didanosina (ddI, 10 µg/mL), 

lamivudina (3TC, 10 µg/mL) y emtricitabina (FTC, 10  µg/mL) o vehículo (100%); como control 

positivo se utilizó ADP (5 µmol/L). Posteriormente, se añadió en oscuridad el anticuerpo 

correspondiente, CD62P-FITC (P-selectina) y PAC-1-FITC (GPIIb/IIIa) durante 10 min y se analizó por 

citometría de flujo. La figura A muestra el porcentaje de la mediana de fluorescencia normalizada de 

P-selectina respecto al vehículo (100%), y la figura B, el porcentaje de la mediana de fluorescencia 

normalizada de GPIIb/IIIa respecto al vehículo (100%). Los resultados se expresan como media ± 

SEM (n > 4). ****p< 0,0001 vs. vehículo (ANOVA seguido del post-test Dunnett). 
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Figura 54. Efecto de los ITINN, CCR5, IP e INI sobre la activación plaquetaria. El PRP fue 

incubado 1h a 37o con nevirapina (NVP, 50 µg/mL), rilpivirina (RPV, 1 µg/mL), efavirenz (EFV, 25 

µg/mL), maraviroc (MRV, 5 µg/ml), lopinavir (LPV, 25 µ/mL), atazanavir (ATV, 25 µg/mL), darunavir 

(DRV, 25 µg/mL), elvitegravir (EVG, 10 µg/mL) y raltegravir (RAL, 5 µg/mL) o vehículo (100%); como 

control positivo se utilizó ADP (5 µmol/L). También se incubaron con otros controles agua ácida 

(NVP), DMSO (RPV, EVG, RAL, ATV y DRV), y metanol (EFV, MVC y LPV), vehículos de los fármacos. 

Posteriormente, se añadió en oscuridad el anticuerpo correspondiente, CD62P-FITC (P-selectina) y 

PAC-1-FITC (GPIIb/IIIa) durante 10 min y se analizó por citometría de flujo. La figura A muestra el 

porcentaje de la mediana de fluorescencia normalizada de P-selectina respecto al vehículo (100%), 

y la figura B, el porcentaje de la mediana de fluorescencia normalizada de GPIIb/IIIa respecto al 

vehículo (100%). Los resultados se expresan como media ± SEM (n > 4). ****p< 0,0001 vs. vehículo 

(ANOVA seguido del post-test Dunnett). 
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Estos datos sugieren que ABC tiene un papel inductor de las interacciones 

plaqueta-endotelio y plaqueta-leucocito, pero no induce ni activación ni 

agregación plaquetaria. 

IV.A.2. Estudio de los mecanismos por los que ABC tiene efecto protrombótico 

in vitro 

Una vez determinado que ABC tiene un efecto sobre distintas fases de la formación 

del trombo, particularmente sobre la interacción plaqueta-endotelio y plaqueta-

leucocito in vitro, se evaluaron los posibles mecanismos por los que ABC tiene estos 

efectos. 

IV.A.2.1. Análisis de la interacción plaqueta-endotelio inducida por ABC 

IV.A.2.1.1. Determinación del tipo celular implicado 

Con el propósito de analizar el papel del endotelio y de la plaqueta en la interacción 

plaqueta-endotelio inducida por ABC se trató de manera específica, o bien las 

plaquetas, o bien las HUVEC con ABC, ya que en los experimentos previos se habían 

tratado ambos tipos celulares simultáneamente. Los resultados mostraron que el 

efecto de ABC como inductor de la interacción plaqueta-endotelio se debe a su 

acción sobre el endotelio, ya que se observó el incremento de la interacción 

plaqueta-endotelio cuando se trató selectivamente el endotelio con ABC; mientras 

que ese efecto no se apreció cuando fueron tratadas únicamente las plaquetas 

(Figura 55). 
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Figura 55. Estudio del tipo celular implicado en la interacción plaqueta-endotelio inducida por 

ABC. Las HUVEC (4h) y las plaquetas (1h) fueron tratadas, o con agua estéril (vehículo), o con 

abacavir (ABC, 5 µg/mL). La incubación con ABC fue, o bien de manera conjunta (HUVEC y 

plaquetas), o bien de manera individual solo en el endotelio o solo en las plaquetas. Las plaquetas 

fueron marcadas con el anticuerpo anti-CD41 conjugado con Alexa 488® para así poder cuantificar 

el número de plaquetas adheridas a las células endoteliales en la cámara paralela de flujo. La figura 

muestra el número de plaquetas adheridas por mm2 de endotelio; y los resultados se expresan como 

media ± SEM (n > 4). ****p< 0,0001 vs. Vehículo y ####p< 0,0001 vs. plaquetas-HUVEC tratadas con 

ABC (ANOVA seguido del post-test Dunnett). 

Estos resultados confirman que el efecto de ABC se debe a una acción sobre el 

endotelio y no sobre las plaquetas, teniendo estas un papel pasivo. 
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IV.A.2.1.2. Identificación de las moléculas de adhesión implicadas 

Con la intención de identificar las moléculas de adhesión implicadas en la 

interacción plaqueta-endotelio inducida por ABC, las HUVEC y plaquetas se 

pretrataron (15 min) con anticuerpos bloqueantes frente diversas moléculas de 

adhesión plaquetarias o de células endoteliales. 

Las HUVEC fueron pretratadas con los siguientes anticuerpos bloqueantes: anti-

ICAM-1, anti-P-selectina y anti-PSGL-1; mientras que las plaquetas con: anti-

GPIIb/IIIa, anti-gpIba, anti-JAMC, anti-P-selectina y anti-PSGL-1. Posteriormente, se 

trataron con ABC (5 µg/mL) 4h, HUVEC, y 1h, plaquetas, y se determinó la adhesión 

de las plaquetas al endotelio. 

Los resultados mostraron que el efecto de ABC se revertió en presencia de los 

siguientes anticuerpos bloqueantes: anti-ICAM-1 y anti-P-selectina, en el endotelio, 

y anti-GPIIb/IIIa y anti-gpIba, en las plaquetas (Figura 56). 

Estos datos demuestran que la interacción plaqueta-endotelio inducida por ABC se 

debe a la participación de las moléculas de adhesión ICAM-1 y P-selectina, en el 

endotelio, y GPIIb/IIIa y gpIba, en las plaquetas. 
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Figura 56. Papel de las moléculas de adhesión involucradas en la interacción plaqueta-

endotelio inducida por ABC. Las HUVEC y las plaquetas fueron pretratadas (15 min) con 

anticuerpos bloqueantes frente a diversas moléculas de adhesión. Las HUVEC fueron pretratadas 

con los siguientes anticuerpos bloqueantes: anti-ICAM-1 (anti-CD54, 20 µg/mL), anti-P-selectina 

(anti-CD62P, 25 µg/mL) y anti-PSGL-1 (anti-CD162, 5 µg/mL); mientras que las plaquetas con: anti-

GPIIb/IIIa (eptifibatida, 0,65 µg/mL), anti-gpIba (anti-CD42b, 25 µg/mL), anti-JAMC (10 µg/mL), anti-

P-selectina (anti-CD62P, 25 µg/mL) y anti-PSGL-1 (anti-CD162, 5 µg/mL). Posteriormente se trataron 

4h y 1h (HUVEC y plaquetas, respectivamente) con ABC (5 µg/mL). Las plaquetas fueron marcadas 

con el anticuerpo anti-CD41 conjugado con Alexa 488® para así poder cuantificar el número de 

plaquetas adheridas a las células endoteliales en la cámara paralela de flujo. La figura muestra el 

número de plaquetas adheridas por mm2 de endotelio; y los resultados se expresan como media ± 

SEM (n > 4). *p< 0,05, **p< 0,01, ****p< 0,0001 vs. vehículo (-) y ###p< 0,001 ####p< 0,0001 vs. 

ABC 5 µg/mL sin anticuerpo (ANOVA seguido del post-test Dunnett). 
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IV.A.2.1.3. Caracterización de la implicación del sistema purinérgico 

El papel de sistema purinérgico en la interacción plaqueta-endotelio inducida por 

ABC se analizó a través del pretratamiento de las HUVEC y las plaquetas con 

diversos antagonistas y moduladores del sistema purinérgico antes del tratamiento 

con ABC (5 µg/mL). 

Las HUVEC fueron pretratadas con apirasa (ATPasa), suramina (antagonista no 

selectivo de los receptores P2 ATP), NF023 (antagonista de los receptores P2X1-4), 

A317491 (antagonista de los receptores P2X2-3) y A804598 (antagonista del 

receptor P2X7); y las plaquetas con apirasa, NF449 (antagonista del receptor P2X1), 

MRS2500 (antagonista del receptor P2Y1) y clopidogrel (antagonista del receptor 

P2Y12). 

Los resultados revelaron que el efecto de ABC era revertido cuando las HUVEC eran 

pretratadas con apirasa, suramina o con el antagonista del receptor P2X7 A804598, 

pero no cuando eran pretratadas con NF023 ni con A317491. Este efecto de ABC 

tampoco fue modulado cuando las plaquetas fueron pretratadas con apirasa, 

NF449, MRS2500 o clopidogrel (Figura 57). 
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Figura 57. Implicación de los receptores purinérgicos en la interacción plaqueta-endotelio 

inducida por ABC. Las HUVEC y las plaquetas fueron pretratadas con antagonistas de los receptores 

purinérgicos. Las HUVEC fueron pretratadas con los siguientes antagonistas: apirasa (ATPasa, 

1UI/mL, 30 min), suramina (antagonista no selectivo de los receptores P2 ATP, 100 µM, 60 min), 

NF023 (antagonista P2X1-4, 10 µM, 30 min), A317491 (antagonista P2X2-3, 25 nM, 30 min) y A804598 

(antagonista P2X7, 1 µM, 30 min), antes de tratarse 4h con ABC. Las plaquetas fueron pretratadas 

con los siguientes antagonistas: apirasa (ATPasa, 1µM, 30 min), NF449 (antagonista P2X1, 100 µM, 

15 min), MRS2500 (antagonista P2Y1, 100 µM, 15 min) y clopidogrel (antagonista P2Y12, 30 µM, 15 

min), antes de tratarse 1h con ABC (5 µg/mL). Las plaquetas fueron marcadas con el anticuerpo anti-

CD41 conjugado con Alexa 488® para así poder cuantificar el número de plaquetas adheridas a las 

células endoteliales en la cámara paralela de flujo. La figura muestra el número de plaquetas 

adheridas por mm2 de endotelio; y los resultados se expresan como media ± SEM (n > 4). ***p< 

0,001, ****p< 0,0001 vs. vehículo (-) y ####p< 0,0001 vs. ABC 5 µg/mL sin antagonista (ANOVA 

seguido del post-test Dunnett). 
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Por tanto, los resultados obtenidos muestran el papel clave del receptor endotelial 

P2X7 en la interacción plaqueta-endotelio inducida por ABC y refuerzan el papel 

pasivo de las plaquetas. 

 

IV.A.2.2. Análisis de la interacción plaqueta-leucocito inducida por ABC 

IV.A.2.2.1. Determinación del tipo celular implicado 

El papel del leucocito y de la plaqueta en la interacción plaqueta-leucocito inducida 

por ABC se analizó mediante el tratamiento específico, o bien de las plaquetas, o 

bien de los leucocitos con ABC, ya que en los experimentos previos se habían 

tratado ambos tipos celulares simultáneamente. Los resultados mostraron que el 

efecto de ABC como inductor de la interacción plaqueta-leucocito involucra 

directamente al leucocito, ya que se observó el aumento de la interacción plaqueta-

leucocito cuando solo los leucocitos fueron tratados con ABC; mientras que ese 

efecto no se apreció cuando únicamente fueron tratadas las plaquetas (Figura 58). 
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Figura 58. Estudio del tipo celular implicado en la interacción plaqueta-neutrófilo inducida por 

ABC. Los neutrófilos y las plaquetas fueron incubados (1h a 37o) con ABC (5 µg/mL) de manera 

específica o conjunta, o con el vehículo (100%). Las muestras se incubaron con el anticuerpo anti-

CD41-PE (10 min) para así cuantificar la fluorescencia de CD41 en las plaquetas adheridas a la 

subpoblación de neutrófilos por citometría de flujo. La figura muestra el porcentaje de la mediana 

de fluorescencia normalizada respecto al vehículo (100%); y los resultados se expresan como media 

± SEM (n > 4). *p< 0,05, **p< 0,01 vs. vehículo y #p< 0,05 vs. plaquetas-neutrófilos tratadas con ABC 

(ANOVA seguido del post-test Dunnett). 

Estos resultados confirman que el efecto de ABC se debe a una acción directa sobre 

los leucocitos y no sobre las plaquetas, teniendo de nuevo las plaquetas un papel 

pasivo. 
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IV.A.2.2.2. Identificación de las moléculas de adhesión implicadas 

La identificación de las moléculas de adhesión implicadas en la interacción 

plaqueta-leucocito inducida por ABC se evaluó mediante el pretratamiento con 

anticuerpos bloqueantes frente a diversas moléculas de adhesión plaquetarias o 

leucocitarias. 

Los leucocitos se pretrataron con los siguientes anticuerpos: anti-CD162, anti-

CD11b y anti-CD18; mientras que las plaquetas con anti-CD62P, anti-CD42b y anti-

JAMC. Posteriormente, tanto leucocitos como plaquetas se trataron 1h con ABC (5 

µg/mL;) y en las plaquetas, además, se añadió el anticuerpo anti-CD41-PE 30 min 

para poder cuantificar la fluorescencia de CD41 (marcador específico de plaquetas) 

en la subpoblación de neutrófilos adheridos a las plaquetas. 

Los resultados mostraron que el efecto de ABC se mantenía independiente del 

bloqueo con anti-CD18 y anti-CD11b, en el neutrófilo, y con anti-JAMC, en la 

plaqueta. Por ende, estas moléculas de adhesión no estarían involucradas en la 

adhesión plaqueta-leucocito. No obstante, el efecto de ABC sobre la interacción 

plaqueta-neutrófilo se revirtió al bloquear el neutrófilo con anti-CD162 (PSGL-1) y 

la plaqueta con anti-CP62P (P-selectina) (Figura 59). 
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Figura 59. Papel de las moléculas de adhesión en la interacción plaqueta-neutrófilo inducida 

por ABC. La sangre entera fue pretratada (15 min) con anticuerpos bloqueantes frente a diversas 

moléculas de adhesión antes del tratamiento de 1h con ABC (5 µg/mL) o vehículo (100%). Los 

anticuerpos bloqueantes frente a moléculas de adhesión presentes en los leucocitos empleados 

fueron anti-CD162 (PSGL-1, 5 µg/mL) y anti-CD11b/anti-CD18 (Mac-1, 20 y 10 µg/mL 

respectivamente); y los anticuerpos bloqueantes frente a moléculas de adhesión presentes en las 

plaquetas empleados fueron anti-CD62P (P-selectina, 25 µg/mL), anti-CD42b (gpIba, 25 µg/mL) y 

anti- JAMC (JAMC, 10 µg/mL). La sangre entera se incubó con el anticuerpo anti-CD41-PE (10 min) 

para así cuantificar la fluorescencia de CD41 (marcador específico de plaquetas) en la subpoblación 

de neutrófilos adheridos a las plaquetas por citometría de flujo. La figura muestra el porcentaje de 

la mediana de fluorescencia normalizada respecto al vehículo (100%); y los resultados se expresan 

como media ± SEM (n > 4). *p< 0,05, **p< 0,01 vs. vehículo y #p< 0,05 vs. sangre tratada con ABC y 

sin anticuerpo (ANOVA seguido del post-test Dunnett). 

Estos datos indican que la interacción plaqueta-leucocito inducida por ABC se debe 

a la molécula de adhesión leucocitaria PSGL-1 interaccionando con P-selectina 

plaquetaria. 
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IV.A.2.2.3. Caracterización de la implicación sistema purinérgico 

El papel de sistema purinérgico en el efecto de ABC sobre la interacción plaqueta-

leucocito se analizó a través del pretratamiento de la sangre entera con diversos 

antagonistas de los receptores purinérgicos, antes del tratamiento con ABC (5 

µg/mL). 

La sangre entera fue pretratada tanto con antagonistas purinérgicos del leucocito —

A317491 (antagonista de los receptores P2X2-3) y A804598 (antagonista del 

receptor P2X7)— como de la plaqueta —NF449 (antagonista del receptor P2X1), 

MRS2500 (antagonista del receptor P2Y1) y clopidogrel (antagonista del receptor 

P2Y12)—. 

Los resultados revelaron que el efecto de ABC se revirtió cuando la sangre entera 

fue pretratada con el antagonista del receptor P2X7 leucocitario A804598, y 

también con los antagonistas de los receptores P2X1, P2Y1 y P2Y12, plaquetarios 

NF449, MRS2500 y clopidogrel, respectivamente (Figura 60). 
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Figura 60. Implicación de los receptores purinérgicos en la interacción plaqueta-neutrófilo 

inducida por ABC. La sangre entera fue pretratada con antagonistas de los receptores purinérgicos 

antes del tratamiento de 1h con ABC (5 µg/mL) o vehículo (100%). Los antagonistas empleados 

fueron A317491 (antagonista P2X2-3, 25 nM, 30 min), A804598 (antagonista P2X7, 1µM, 30 min), 

NF449 (antagonista P2X1, 100 µM, 15 min), MRS2500 (antagonista P2Y1, 100 µM, 15 min) y 

clopidogrel (antagonista P2Y12, 30 µM, 15 min). La sangre entera se incubó con el anticuerpo anti-

CD41-PE (10 min) para así cuantificar la fluorescencia de CD41 (marcador específico de plaquetas) 

en la subpoblación plaquetas que se encuentras adheridas a neutrófilos por citometría de flujo. La 

figura muestra el porcentaje de la mediana de fluorescencia normalizada respecto al vehículo 

(100%); y los resultados se expresan como media ± SEM (n > 4). **p< 0,01 vs. vehículo y #p< 0,05, 

##p<0,01, ####p<0,0001 vs. sangre tratada con ABC 5 µg/mL sin antagonista (ANOVA seguido del 

post-test Dunnett). 
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Por tanto, los resultados obtenidos revalidan el papel clave del receptor leucocitario 

P2X7 en los efectos producidos por ABC. Este receptor está implicado tanto en la 

interacción plaqueta-endotelio como plaqueta-leucocito inducida por ABC. 

Asimismo, los resultados también señalan el papel de los receptores purinérgicos 

plaquetarios, P2X1, P2Y1 y P2Y12. 

 

IV.B. ESTUDIOS IN VIVO 

IV.B.1. Estudio del efecto de los fármacos antirretrovirales en un modelo de 

generación del trombo in vivo 

IV.B.1.1. Evaluación del efecto de los antirretrovirales en el modelo de 

trombosis inducida por FeCl3 in vivo  

IV.B.1.1.1. Estandarización del modelo de trombosis inducida por FeCl3 

Antes de evaluar el efecto de los ARV, se puso a punto el modelo de trombosis 

inducida por FeCl3. Para ello se emplearon concentraciones crecientes de FeCl3 

(25–100 mM), confeccionando así la curva dosis-respuesta de FeCl3 (Figura 61). El 

FeCl3 se perfundió sobre el cremáster del ratón y se determinó el tiempo de 

oclusión arterial a través del microscopio intravital. 
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Figura 61. Curva dosis-respuesta de FeCl3. 80 µL de FeCl3 a diferentes concentraciones (25–100 

mM) fueron perfundidas sobre el cremáster del ratón y se determinó el tiempo necesario para que 

se obstruyera la arteria hasta un tiempo máximo de 8 min. A partir de los 8 min se consideró que no 

se producía la oclusión arterial. La figura muestra el tiempo de oclusión, equivalente al tiempo 

necesario para la formación del trombo; y los resultados se expresan como media ± SEM (n ≥ 4) 

***p<0,001 y ****p<0,0001 vs. FeCl3 25 mM (ANOVA seguido del post-test Dunnett). 

Se observa que las concentraciones de 75 y 100 mM de FeCl3 indujeron de forma 

significativa una reducción en el tiempo de oclusión de la arteria que no se dio para 

las concentraciones de 25 y 50 mM (Figura 61). Así, la concentración seleccionada 

para el resto de los experimentos fue la de 25 mM, ya que per se no indujo la 

trombosis, pero se considera que si que predispone a ella. 
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IV.B.1.1.2. Efecto de los antirretrovirales en el modelo de trombosis inducida por 

FeCl3 

La evaluación del efecto de los diferentes ARV sobre la trombogénesis in vivo se 

llevó a cabo mediante el tratamiento vía intraescrotal con los diferentes ARV como 

se describe en la Figura 42 de III.C. Métodos: técnicas in vivo, y posterior 

cuantificación del tiempo de oclusión. Como estímulo positivo los ratones fueron 

tratados con rofecoxib (0,1 mg/kg, 2h, vía peritoneal) o con diclofenaco (1 mg/kg, 

2h, vía peritoneal). Ambos fármacos son inhibidores de la COX-2. 

Los ratones fueron tratados con diferentes concentraciones de ARV y 

posteriormente, recibieron el estimulo de FeCl3 25 mM. Las concentraciones de 

ARV empleadas mimetizaron las concentraciones plasmáticas locales de los 

pacientes con VIH o fueron superiores. Los resultados obtenidos revelaron que el 

único ITIAN evaluado que fue capaz de inducir la formación del trombo fue ABC, ya 

que el tiempo de oclusión disminuyó significativamente respecto al vehículo, 

(Figura 62 y Figura 63). El efecto de ABC fue similar al de otros fármacos cuyo efecto 

trombótico está perfectamente descrito como diclofenaco o rofecoxib.  
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Figura 62. Efecto de ABC y otros ITIAN sobre la formación del trombo en las arteriolas 

cremastéricas. Los ratones fueron tratados, o bien vía intraescrotal con 100 µL de salino (vehículo), 

abacavir (ABC, 2,5 – 7,5 µg/mL), tenofovir (TDF, 7,5 µg/mL), didanosina (ddI, 7,5 µg/mL), 

emtricitabina (FTC, 7,5 µg/mL), y lamivudina (3TC, 7,5 µg/mL) durante 4h, o bien por vía 

intraperitoneal con los estímulos positivos diclofenaco (1 mg/kg) o rofecoxib (0,1 mg/kg) durante 

2h. Tras el tratamiento, el cremáster fue exteriorizado y superfundido con 80 µL de FeCl3 25 mM. Las 

arteriolas fueron visualizadas hasta que se detuvieran el flujo o hasta un máximo de 8 min. La figura 

muestra el tiempo de oclusión empleado. Los resultados se expresan como media ± SEM (n ≥ 4) 

***p<0,001, ****p<0,0001 vs. vehículo (ANOVA seguido del post-test Dunnett). 
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Figura 63. Imágenes representativas de la generación del trombo inducida por ABC en 

arteriolas del cremáster. En la parte superior se muestran dos imágenes de un ratón control a 

distintos tiempos (tiempo inicial = 5 s y tiempo final = 480 s); mientras que la parte inferior se 

muestran dos imágenes de un ratón tratado con ABC 5 mg/mL (tiempo inicial = 5 s y tiempo final = 

110 s). En ambos casos, las arterioralas fueron perfundidas con FeCl3 25 mM. 

Para el resto de ARV, incluso a concentraciones elevadas, no se observó ningún 

efecto protrombótico (Figura 64). 

100 µm 
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Figura 64. Efecto de los ITINN, CCR5, IP e INI sobre la formación del trombo en las arteriolas 

cremastéricas. Los ratones fueron tratados vía intraescrotal con 100 µL del vehículo del fármaco 

[agua ácida (NVP), DMSO (RPV, ATV, DRV, EVG y RAL) y metanol (EFV, MVC y LPV)], nevirapina (NVP, 

7,5 µg/mL), rilpivirina (RPV, 0,4 µg/mL), efavirenz (EFV, 7,5 µg/mL), maraviroc (MVC, 2,5 µg/mL), 

lopinavir (LPV, 7,5 µg/mL), atazanavir (ATV, 18 µg/mL), darunavir (DRV, 14 µg/mL), elvitegravir (EVG, 

7,5 µg/mL) o raltegravir (RAL, 2,5 µg/mL) durante 4h. Tras el tratamiento, el cremáster fue 

exteriorizado y superfundido con 80 µL de FeCl3 25 mM. Las arteriolas fueron visualizadas hasta que 

se detuvieran el flujo o hasta un máximo de 8 min. La figura muestra el tiempo de oclusión. Los 

resultados se expresan como media ± SEM (n ≥ 4) (ANOVA seguido del post-test Dunnett). 
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Otro parámetro analizado fue la fuerza de cizallamiento (“shear rate”) que indica la 

presión que ejerce el flujo sobre las paredes del vaso. Los resultados mostraron 

como a la fuerza del flujo disminuye de forma directamente proporcional a la 

velocidad del flujo, es decir, conforme el flujo se iba ralentizando la fuerza 

disminuyó hasta tender a cero cuando se terminó de ocluir el vaso, observándose 

que ABC a las concentraciones de 5 y de 7,5 µg/mL consigue ocluir completamente 

el vaso (Figura 65). 

 

Figura 65. Efecto del ABC sobre la fuerza de cizallamiento. Los ratones fueron tratados vía 

intraescrotal, o bien con 100 µL de salino (vehículo), o bien con abacavir (ABC, 2,5 – 7,5 µg/mL) 

durante 4h. Tras el tratamiento, el cremáster fue exteriorizado y superfundido con 80 µL de FeCl3 25 

mM. La figura muestra la evolución de la fuerza de cizallamiento en función del tiempo. Los 

resultados se expresan como media ± SEM (n ≥ 4) **p< 0,01 vs control/tiempo (ANOVA- 2 vías 

seguido del post-test Dunnett). 
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IV.B.2. Estudio de los mecanismos por los que ABC tiene efecto protrombótico 

in vivo 

Tras determinar que ABC tiene un efecto protrombótico in vivo, se estudiaron los 

posibles mecanismos por los que tenía ese efecto. Por un lado, se analizó el papel 

del leucocito; y por otro, la implicación del sistema de receptores purinérgicos, ya 

que ambos mecanismos tenían una implicación en los efectos de ABC in vitro. 

IV.B.2.1. Análisis del papel leucocitario en el modelo de trombosis inducida 

por ABC: modelo leucopénico  

Para determinar el papel del leucocito en el efecto protrombótico de ABC se 

estableció un modelo murino de leucopenia inducido por ciclofosfamida (CPM). La 

CPM es un fármaco que induce una depleción en el número de leucocitos. De este 

modo, 150 mg/kg de CPM se administraron vía intraperitoneal (día 1). Al cabo de 4 

días, se observó que se produjo no solo una reducción de más del 80% del número 

total de leucocitos respecto a la cantidad inicial (Figura 66. A), sino que también se 

demostró una reducción significativa en cada una de las subpoblaciones 

leucocitarias: linfocitos (Figura 66. B), neutrófilos (Figura 66. C) y monocitos (Figura 

66. D). 
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Figura 66. Generación del modelo leucopénico. Comparación evolutiva del número de 

leucocitos (linfocitos, monocitos y neutrófilos) tras el tratamiento por vía intraperitoneal con 150 

mg/kg de ciclofosfamida. Las figuras muestran la evolución en el tiempo del número de A. 

leucocitos/mm3 de sangre, B. linfocitos/mm3 de sangre, C. neutrófilos/mm3 de sangre y D. 

monocitos/mm3 de sangre. 

Una vez validado el modelo leucopénico, se llevó a cabo el modelo de trombosis 

inducida por FeCl3, después del tratamiento de 4h con ABC 5 µg/mL (Figura 67). 
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Figura 67. Determinación del papel del leucocito en el efecto protrombótico de ABC. El grupo 

leucopénico fue tratado con ciclofosfamida (CPM, 150 mg/kg, vía intraperitoneal) 4 días antes del 

tratamiento con los fármacos evaluados o con los controles. Tras los 4 días, los ratones fueron 

tratados 4h con salino (vehículo), con ABC (5 µg/mL), o con rofecoxib o diclofenaco (1 mg/kg, 2h, 

vía intraperitoneal), —ambos inhibidores de la COX-2 (controles positivos)—. Después del 

tratamiento, el cremáster fue extraído y superfundido con 80 µL de FeCl3 25 mM. Las arteriolas 

fueron visualizadas durante 8 min o hasta que se detuviera el flujo. La figura muestra el tiempo de 

oclusión. Los resultados se expresan como media ± SEM (n ≥ 4) **p<0,01, ***p<0,001 y 

****p<0,0001 vs vehículo correspondiente; ####p<0,0001 vs grupo normal con ABC (ANOVA 

seguido del post-test Dunnett). 

Los resultados obtenidos indicaron que el efecto protrombótico de ABC estaba 

mediado por los leucocitos, ya que en animales deficientes en leucocitos el efecto 

de ABC no se puso de manifiesto, mientras que el de otros agentes protrombóticos 

como rofecoxib o diclofenaco se siguió manteniendo a pesar de esta ausencia de 

los leucocitos. 
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IV.B.2.2. Análisis de la implicación del sistema purinérgico en el modelo de 

trombosis inducida por ABC 

En primer lugar, se evaluaron los receptores purinérgicos implicados en la 

trombosis inducida por ABC en el modelo de FeCl3 mediante el pretratamiento (30 

min) con antagonistas específicos de los receptores P2X2-3 y P2X7, A317491 y 

A804598, respectivamente, vía intraperitoneal, antes del tratamiento con ABC 5 

µg/mL vía intraescrotal durante 4 h.  

Los resultados mostraron que el pretratamiento con A317491 no modificó los 

efectos de ABC, mientras que el pretratamiento con A804598 fue capaz de revertir 

el efecto protrombótico inducido ABC; demostrando que el receptor P2X7 participa 

en este mecanismo (Figura 68). 
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Figura 68. Implicación de los receptores purinérgicos en el efecto protrombótico de ABC. Los 

ratones fueron pretratados durante 30 min con los antagonistas purinérgicos A317491 (antagonista 

del receptor P2X2-3, 0,1 µg/kg,) y A804598 (antagonista del receptor P2X7, 1µg/kg,) antes de ser 

tratados con ABC 5 µg/mL. o con salino (vehículo). Tras el tratamiento, el cremáster fue exteriorizado 

y superfundido con 80 µL de FeCl3 25 mM. Las arteriolas fueron visualizadas hasta que se detuvo el 

flujo durante un tiempo máximo de 8 min. La figura muestra el tiempo de oclusión. Los resultados 

se expresan como media ± SEM (n ≥ 4) ***p<0,001, ****p<0,0001 vs. vehículo y ###p< 0,001 vs ABC 

sin antagonista (ANOVA seguido del post-test Dunnett). 

 

Además, la implicación del receptor P2X7 en esta respuesta fue también 

demostrada en animales deficientes en el receptor P2X7 (Figura 69), en los que ABC 

no indujo efecto protrombótico, mientras que los fármacos diclofenaco y rofecoxib 
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Figura 69. Implicación del receptor P2X7 en el efecto protrombótico de ABC. Ambos grupos de 

ratones, cepa salvaje (WT) y cepa deficiente en el receptor P2X7 (P2X7 KO) fueron tratados 4h con 

salino (vehículo), con ABC (5 µg/mL), con diclofenaco o con rofecoxib (1 mg/kg y 0,1 mg/kg —

respectivamente—, 2h, vía peritoneal), —ambos inhibidores de la COX-2 (controles positivos)—. 

Después del tratamiento, el cremáster fue exteriorizado y superfundido con 80 µL de FeCl3 25 mM. 

Las arteriolas fueron visualizadas hasta que se detuvo el flujo durante un tiempo máximo de 8 min. 

La figura muestra el tiempo de oclusión. Los resultados se expresan como media ± SEM (n ≥ 4) 

***p<0,001 y ****p<0,0001 vs vehículo correspondiente; ####p<0,0001 vs grupo WT con ABC 

(ANOVA seguido del post-test Dunnett). 
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IV.B.3. Estudio del efecto de ABC en un modelo de inflamación de placas 

ateroescleróticas  

Con el propósito de profundizar en el papel de ABC sobre la inflamación se empleó 

la PET, usando 18F-FDG como radiomarcador, ya que es una técnica validada que 

permite relacionar el estado inflamatorio de la placa aterosclerótic —esencial para 

la patofisiología de la placa— con la captación de 18F-FDG (237–241). Esta relación 

se basa en la composición celular de las zonas inflamadas, donde hay una alta 

densidad de macrófagos que son los responsables de dicha captación. Esta 

captación se cuantificó mediante el SUV (g/cm3) que es el valor estándar de 

captación del radiomarcador. 

IV.B.3.1. Análisis del efecto de ABC en función de la dieta en el modelo de 

aterosclerosis: ApoE KO 

La evaluación del efecto proinflamatorio de ABC se analizó utilizando un modelo 

murino deficiente en la apolipoproteína E (ApoE KO), modelo aterosclerótico 

validado (242). Además, los ratones fueron divididos en dos grupos en función de 

la dieta recibida; las dietas que se utilizaron fueron: dieta normal (DN) y dieta grasa 

(DG). Esta alimentación específica fue efectuada durante tres meses con el 

propósito de acrecentar el desarrollo de placas ateroscleróticas. Durante el último 

mes, los animales fueron tratados con ABC (3 mg/día) o con vehículo (agua) vía oral. 

Tras el tratamiento, se cuantificó la captación de 18F-FDG en la región del miocardio 

y en la aorta con el fin de determinar el estado inflamatorio (Figura 71). 
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Figura 70. Imágenes representativas de la PET de la zona del corazón (vista sagital). Cada 

imagen representa una condición de dieta y de tratamiento [control o abacavir (ABC)]. * Dieta normal 

(DN); dieta grasa (DG). 

Por un lado, los resultados mostraron que el tratamiento con ABC respecto al 

control causó un aumento de la captación de 18F-FDG, en ambos grupos (DN y DG) 

(Figura 71). En el caso del grupo alimentado con DN, el incremento de la 

capacitación de 18F-FDG fue significativo. Por otro lado, los resultados mostraron 

que la captación de 18F-FDG fue menor en los animales alimentados con DG 

respecto a las condiciones análogas con DN (Figura 71). 
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Figura 71. Efecto de la dieta y el tratamiento sobre la capitación de 18F-FDG en el modelo 

aterosclerótico. Los ratones fueron tratados, o con ABC (3 mg/día) o con vehículo (agua) 

durante 3 meses vía oral. Durante el tratamiento fueron alimentados, o bien con dieta normal 

(DN), o bien con dieta grasa (DG). Después del tratamiento, se llevó a cabo la captación de 
18F-FDG a través de la PET. La figura muestra la SUV y los resultados se expresan como media 

± SEM (n≥4) *p<0,05 vs. control (Test t). 

Pese a que los resultados respecto a la dieta obtenidos no fueron los esperados, ya 

que se presupuso que la DG conllevaría a un aumento de la captación de 18F-FDG 

dado que es un factor de riesgo en el desarrollo de las placas de ateroma, si que 

demostró que el tratamiento crónico de ABC promueve el desarrollo dependiente 

de la placa aterosclerótica. 
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En los últimos 30 años, la introducción de la TARc para el tratamiento de la infección 

por el VIH ha permitido considerar el SIDA como una enfermedad crónica en lugar 

de como enfermedad mortal. Sin embargo, el uso de la TARc ha sido asociado con 

la aparición de diversos efectos adversos, entre ellos las ECV (243,244). Es difícil 

establecer el alcance de cada uno de los fármacos de manera independiente, 

debido al hecho de que estos se pautan de manera combinada. ABC —que se ha 

empleado extensamente en las pautas posológicas de los pacientes infectados por 

VIH desde 1998 y que es considerado por la OMS como medicamento esencial 

desde 2002— ha sido asociado con el doble de riesgo de desarrollar MI (140). La 

relación entre ABC y la probabilidad de sufrir MI se señaló por primera vez en 2005 

(137), y el estudio multicohorte D:A:D confirmó dicha relación en 2008 (138). Esta 

asociación fue corroborada por otras investigaciones (245–249) e incluso un estudio 

D:A:D posterior puntualizó que ABC podía constituir un factor de riesgo en 

pacientes con otros factores de riesgo CV preexistentes (139). Paralelamente a 

estos estudios, otros ensayos —incluidos los de la FDA— no advirtieron la correlación 

entre ABC y el aumento en la frecuencia de eventos CV (250–252). Esto originó la 

tan dilatada controversia entorno al uso de ABC en la terapéutica contra la infección 

por el VIH, que hoy en día sigue vigente. Tanto la falta de consenso entre los datos 

clínicos de diferentes grupos (253) como la ausencia de un mecanismo molecular 

de acción claro que justifique la cardiotoxicidad de ABC acrecientan, todavía, la 

polémica alrededor de este ARV. 

Clínicamente se ha asociado a ABC con una respuesta inflamatoria vascular aguda 

(138). En este sentido, se relacionó a ABC con los procesos iniciales de la 

inflamación vascular y la disfuncion plaquetaria a consecuencia de la disminución 

de la enzima NOS (144). Además, nuestro grupo demostró que ABC, a 

concentraciones clínicamente relevantes (5 µg/mL), tiene un efecto proinflamatorio 

ya que promueve el aumento de la interacción leucocito-endotelio tanto in vitro 

como in vivo (146,254). Esta interacción constituye el primer paso en el desarrollo 
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de las ECV con componente inflamatorio (255). También, se estableció que dicha 

interacción está mediada por las moléculas de adhesión Mac-1 leucocitaria e ICAM-

1 endotelial (146). Asimismo, nuestro grupo observó que únicamente ABC y ddI 

favorecían esa interacción; mientras que AZT, 3TC, FTC y TDF no fueron capaces de 

inducirla (256). Este hecho se correlacionó con la estructura química de los ARV, ya 

que —a pesar de que todos son ITIAN— ABC y ddI son análogos de purina, AZT, 3TC 

y FTC son análogos de pirimidina, y TDF es análogo de nucleótido y no de 

nucleósido como el resto (Figura 18). Consecuentemente, nuestro grupo se planteó 

la participación del sistema purinérgico en los efectos CV desencadenados por 

ABC, debido a su similitud estructural con la guanina y las purinas endógenas (ATP, 

ADP, AMP, etc.), y logró establecer el papel del receptor P2X7 leucocitario como 

mediador de la interacción leucocito-endotelio inducida por ABC (257). 

Las purinas endógenas son moléculas esenciales ya que participan en las 

principales vías de señalización celular paracrina, interactuando con los receptores 

vasculares de nucleótidos P2, que a su vez desencadenan tanto procesos 

proinflamatorios como protrombóticos (258,259). Esto se traduce en la activación y 

la acumulación de leucocitos sobre el endotelio, en la activación plaquetaria, 

culminando en la formación de la placa aterosclerótica. El papel de la plaqueta es 

fundamental para pasar de un proceso inflamatorio a un proceso trombótico (260). 

Hay estudios que señalan el papel ABC sobre la función plaquetaria (145,261–

263);no obstante, estos ensayos abarcan exclusivamente la agregación o la 

activación plaquetaria, y no contemplan la interacción de la plaqueta con otras 

células vasculares y sanguíneas (como las células endoteliales y/o leucocitos). 

En la presente Tesis Doctoral se ha perseguido profundizar en los efectos de ABC 

y de otros fármacos antirretrovirales sobre la función plaquetaria analizando su 

efecto sobre la reactividad plaquetaria (activación y agregación) y sobre la adhesión 
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plaquetaria a otras células vasculares —concretamente a las endoteliales y a los 

leucocitos—, procesos fundamentales durante la trombogénesis (149). Para ello, se 

evaluó el tipo celular, las moléculas de adhesión y los receptores purinérgicos 

involucrados en dichas interacciones in vitro. Del mismo modo, se ha tratado de 

perfilar el efecto proinflamatorio y protrombótico de ABC y de otros 

antirretrovirales in vivo. Así, se ha demostrado que ABC no induce activación ni 

agregación plaquetaria, pero sí que es capaz de provocar interacciones plaqueta-

endotelio e interacciones plaqueta-leucocito a concentraciones clínicamente 

relevantes. Además, in vivo es capaz de promover la generación del trombo en el 

modelo de trombosis inducido por FeCl3 y de agravar el estado inflamatorio en el 

modelo murino de aterosclerosis ApoE KO. Por el contrario, el resto de ARV 

analizados (TDF, ddI, FTC, 3TC, NVP, RPV, EFV, MRV, LPV, ATV, DRV, EVG y RAL) no 

indujeron ni in vitro ni in vivo ninguna de estas respuestas protrombóticas. 

Únicamente los ITININ NVP, RPV y EFV causaron un aumento en las interacciones 

de las plaquetas con el endotelio y el INI RAL produjo un descenso de la agregación 

plaquetaria inducida por ADP. 

La reactividad plaquetaria involucra tanto la activación como la agregación 

plaquetaria. En ciertas condiciones patológicas se promueve una reactividad 

permanente y exacerbada desarrollando lo que se conoce como reactividad 

plaquetaria alta (HPR) o hiperreactividad plaquetaria (264). Esta condición es 

considerada factor de riesgo tanto de trombosis como de MI (265). En cuanto a la 

activación plaquetaria (medida como expresión de P-selectina y GPIIb/IIIa mediante 

citometría de flujo), nuestros resultados señalaron que tanto ABC como el resto de 

ARV evaluados no fueron capaces de inducirla en PRP (Figura 53 y Figura 54). Esto 

concuerda con otros estudios donde se observó que la administración ex vivo de 

ABC en la sangre de donantes sanos no suscitaba la expresión de marcadores 

propios de la activación plaquetaria, incluso a concentraciones elevadas (80 

µg/mL); excepto en un estudio donde se reportó que ABC inducía una potenciación 
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de la agregación plaquetaria inducida por ADP (145). En este sentido, otros ensayos 

donde se evalúa la sangre de pacientes con VIH, cuya pauta incluye ABC, concluyen 

la existencia de una hiperactividad plaquetaria (261–263). Respecto al efecto sobre 

la agregación plaquetaria —evaluada con un agregómetro de impedancia—, 

nuestros resultados demostraron que ABC no fue capaz de inducirla ni de potenciar 

el efecto agregante de ADP. Estos resultados estarían en concordancia con el hecho 

de que ABC tampoco fue capaz de inducir la expresión en plaquetas de la molécula 

de adhesión responsable de la agregación plaquetaria GPIIb/IIIa. El resto de los 

fármacos evaluados, tampoco tuvieron efecto sobre la agregación a excepción de 

RAL (ARV tipo INI) que produjo una reducción de la agregación inducida por ADP 

(5 µM) (Figura 51 y Figura 52). Esto concuerda con otros estudios donde se ha visto 

que los pacientes con un régimen basado en RAL presentan una reducción en la 

hiperreactividad plaquetaria y en la adhesión plaqueta-monocito (266). En 

definitiva, nuestros resultados sugieren que ABC no produce ningún efecto directo 

sobre las plaquetas (estimulación) o sobre la interacción de las plaquetas con otras 

plaquetas. 

A pesar de que ABC no tuvo efecto sobre la agregación entre plaquetas, para la 

formación del trombo también son importantes otros procesos en los que las 

plaquetas interaccionan con otras células vasculares como el endotelio o los 

leucocitos. En el proceso de adhesión plaqueta-endotelio determinada mediante 

la cámara paralela de flujo, el único ITIAN evaluado que favoreció significativamente 

esta interacción fue ABC (Figura 47). El efecto de ABC fue dosis dependiente y, 

concretamente, la concentración clínicamente relevante (5 µg/mL) produjo un 

efecto similar al estímulo positivo. Esto está en línea con los resultados previos del 

grupo sobre el reclutamiento de los leucocitos por parte del endotelio, con la 

salvedad de la ddI que no causó interacción plaqueta-endotelio pero sí la 

interacción de leucocitos con el endotelio (256,267,268). Asimismo, todos los ITINN 
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evaluados (NVP, RPV y EFV) si indujeron la interacción plaqueta-endotelio; mientras 

que el resto de ARV evaluados no (Figura 48). Estos resultados están en 

consonancia con el efecto de estos fármacos sobre la interacción leucocito-

endotelio (148). De hecho, a EFV y RPV se les ha asociado mayor riesgo de 

desarrollar arritmias cardiacas (111). 

Con el propósito de profundizar en el tipo celular sobre el que actúa ABC para 

inducir la interacción de las plaquetas con el endotelio, se trató selectivamente las 

células endoteliales y/o las plaquetas con ABC para así determinar la contribución 

de cada tipo celular. Cuando fueron tratadas únicamente las células endoteliales y 

no las plaquetas con ABC, se observó un efecto similar en la interacción plaqueta-

endotelio a cuando se trataron ambos tipos celulares. Por el contrario, cuando 

fueron tratadas las plaquetas y no las células endoteliales no se observó la adhesión 

plaquetaria sobre el endotelio (Figura 55). Estos resultados demuestran que ABC 

promueve la unión de las plaquetas al endotelio, paso crucial en la trombogénesis, 

y subrayan que la principal diana de acción de ABC son las células endoteliales, 

mientras que las plaquetas desempeñan un papel pasivo. No obstante, a pesar de 

que ha demostrado que ABC no induce directamente la activación o la agregación 

plaquetaria in vitro, no se puede descartar que la interacción plaqueta-endotelio 

inducida por ABC, promueva a posteriori la activación y la agregación plaquetaria. 

Ello estaría en concordancia con que la hiperactividad plaquetaria inducida por 

ABC y señalada anteriormente en estudios clínicos realizados en pacientes 

infectados por VIH y en tratamiento con ABC que es secundaria a una acción previa 

in vivo de ABC sobre el endotelio o sobre otros elementos vasculares que 

indirectamente activarían a las plaquetas (269). 

Una vez ABC estimula el endotelio, la interacción con las plaquetas circulantes está 

mediada por moléculas de adhesión específicas de cada tipo celular (Figura 72). En 

este sentido, se observó que las moléculas implicadas en esta adhesión fueron, por 
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un lado, la P-selectina e ICAM-1 endoteliales que son inducibles interaccionando 

con GPIba y GPIIb/IIIa plaquetarias constitutivas, respectivamente (Figura 56) 

(270,271), ya que el bloqueo de otras moléculas de adhesión como PSGL-1 

endotelial o JAMC, PSGL-1 y P-selectina plaquetarias no alteró los efectos de ABC. 

Estos resultados sugieren que el fármaco estaría mediando el rodamiento de 

plaquetas a través de la interacción de P-selectina endotelial (inducible) con 

GPIba plaquetaria (constitutiva), mientras que la unión de ICAM-1 endotelial 

(inducible) con GPIIb/IIIa (constitutiva) sería responsable del proceso de adhesión 

(260). 

 

Figura 72. Interacción plaqueta-endotelio inducida por ABC. La interacción plaqueta-endotelio 

está mediada por diferentes moléculas de adhesión (toda ellas indicadas). Las moléculas de 

adhesión  que están involucradas en el efecto de ABC están marcadas sin trasparencia, siendo GPIba 

plaquetaria con P-selectina endotelial y GPIIb/IIIa plaquetaria con ICAM-1 endotelial. Asimismo, se 

indica que el receptor purinérgico implicado es el P2X7 presente en el endotelio. 
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Al analizar la participación del sistema purinérgico en la interacción plaqueta-

endotelio producida por ABC, se demostró la implicación del receptor P2X7 —

receptor expresado en leucocitos y en células endoteliales, pero no en plaquetas— 

en esta respuesta (Figura 72). En primer lugar, el pretratamiento del endotelio con 

apirasa o con suramina, que son una ATPasa que degrada el ATP y un antagonista 

no selectivo de los receptores P2, respectivamente, bloqueó el efecto de ABC 

(Figura 57). Además, el efecto de ABC no se observó con el pretratamiento de las 

células endoteliales con A804598, antagonista selectivo del receptor P2X7 (Figura 

57). Pero, por el contrario, no se apreció la reversión del efecto de ABC con el 

pretratamiento de las células endoteliales con otros antagonistas como NF023 y 

A317491, que bloquean los receptores P2X1-4 y P2X2-3, respectivamente (Figura 57). 

Del mismo modo, el pretratamiento de las plaquetas con clopidogrel (P2Y12), 

MRS2500 (P2Y1) y NF449 (P2X1), antagonistas de los receptores P2 plaquetarios 

(67), no tuvo ningún efecto sobre la acción de ABC en la adhesión plaqueta-

endotelio (Figura 57). El hecho de que la apirasa bloqueara el efecto de ABC y otros 

resultados del grupo en los que la apirasa no fue capaz de hidrolizar ABC, pero sí 

ATP, demostró el papel del ATP de forma indirecta en esta respuesta y fue la base 

para demostrar que el ABC actúa como modulador alostérico del receptor P2X7 

(272). 

Por otro lado, en la interacción de las plaquetas con los leucocitos —paso importante 

en el desarrollo del trombo— evaluada por citometría de flujo a través de la 

expresión del marcador de plaquetas en la población leucocitaria de neutrófilos, se 

observó que el único ARV que, a concentraciones clínicamente relevantes, indujo 

específicamente esta interacción fue ABC de forma concentración-dependiente 

(Figura 49). El resto de ARV no promovieron la adhesión plaqueta-leucocito incluso 

a concentraciones elevadas (Figura 50). 
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Al igual que en la interacción plaqueta-endotelio, también se determinó la 

trascendencia del tipo celular en la adhesión plaqueta-leucocito inducida por ABC 

tratando selectivamente un tipo celular. Cuando fueron tratados los neutrófilos y no 

las plaquetas, se observó un efecto similar en la interacción plaqueta-neutrófilo al 

observado cuando se trataron ambos tipos celulares. Por el contrario, cuando 

fueron tratadas las plaquetas y no los neutrófilos, no se advirtió la adhesión 

plaquetaria sobre el leucocito (Figura 58). En esta ocasión, se determinó que el 

papel de ABC recae sobre el neutrófilo, siendo este la célula diana de ABC. Esto 

remarca de nuevo el papel pasivo que tienen las plaquetas en los efectos inducidos 

por ABC. 

En referencia a las moléculas de adhesión específicas involucradas en la interacción 

plaqueta-neutrófilo (Figura 73), se determinó la implicación de PSGL-1 del 

neutrófilo (expresada constitutivamente) y de P-selectina de la plaqueta, ya que 

cuando se pretrató cada uno de estos tipos celulares con anticuerpos frente a estas 

moléculas, la interacción plaqueta-neutrófilo inducida por ABC fue revertida. 

También, se demostró que el efecto de ABC sobre la adhesión plaquetaria al 

neutrófilo es independiente de la molécula de adhesión leucocitaria, Mac-1, y de 

las moléculas de adhesión plaquetarias, GPIba y JAMC (Figura 59). 
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Figura 73. Interacción plaqueta-neutrófilo inducida por ABC. La interacción plaqueta-neutrófilo 

está mediada por diferentes moléculas de adhesión (toda ellas indicadas). Las moléculas de 

adhesión que están involucradas en el efecto de ABC están marcadas sin trasparencia, siendo P-

selectina plaquetaria con PSGL-1 leucocitaria. Asimismo, se indican los receptores purinérgicos 

implicados en esta respuesta: P2X7 leucocitario y P2X1, P2Y1, P2Y12 plaquetarios. 

Asimismo, la interacción plaqueta-neutrófilo inducida por ABC está mediada por el 

receptor P2X7 leucocitario (Figura 73), ya que esta fue revertida cuando los 

leucocitos fueron pretratados con el antagonista selectivo del receptor P2X7, 

A804598, y no con A317491, antagonista selectivo del receptor P2X2-3. Además, el 

efecto de ABC también fue prevenido con el pretratamiento de las plaquetas con 

clopidogrel (P2Y12), MRS2500 (P2Y1) y NF449 (P2X1), antagonistas de los receptores 

P2 plaquetarios (67), demostrando que estos receptores purinérgicos también 

tienen un papel en esta respuesta (Figura 60 y Figura 73). 
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Estos resultados están en sintonía con los previos en los que la plaqueta tenía un 

papel pasivo, pero algunos de los datos obtenidos en esta tesis podrían ser 

contradictorios con esta afirmación. Así, P-selectina participa en la interacción 

plaqueta-neutrófilo inducida por ABC y, para ello, su expresión se tendría que 

inducir y, en nuestras condiciones, ABC no induce la expresión de P-selectina. 

Además, los receptores plaquetarios P2Y12, P2Y1 y P2X1, también, participan en esta 

respuesta. Nuestra hipótesis sería que al activarse el receptor P2X7 leucocitario, el 

leucocito liberaría algún mediador que fuera capaz de activar los receptores 

purinérgicos plaquetarios —P2Y12, P2Y1 y P2X1— (273), y, como consecuencia, 

inducir la expresión de P-selectina plaquetaria que se uniría a PSGL-1 leucocitaria 

estableciendo la interacción entre ambos tipos celulares. Estudios adicionales 

serían necesarios estudios adicionales a este nivel para determinar si es correcta 

esta hipótesis. 

En lo referente al efecto protrombótico de los ARV evaluados in vivo, se empleó el 

modelo validado de trombosis inducida por FeCl3. Se ha demostrado que es una 

herramienta efectiva para el estudio de las vías implicadas en la trombogénesis y 

que permite analizar los efectos pro- y antitrombóticos de los fármacos (220). El 

FeCl3 es un agente químico que provoca daño endotelial a concentraciones lo 

suficientemente altas que da lugar directamente a la inducción de trombosis; sin 

embargo, a concentraciones bajas predispone a las arteriolas a los efectos 

trombogénicos de otros agentes potencialmente nocivos administrados 

conjuntamente. En nuestro caso, se perfundió FeCl3 a una concentración 25 mM, 

concentración que per se no indujo la oclusión de las arteriolas del cremáster 

(Figura 61). Nuestros ensayos demostraron que el único ARV administrado 

localmente, vía intraescrotal, que promovió la formación de los trombos arteriales 

fue ABC a concentraciones clínicamente relevantes (257,274). Este efecto es dosis 

dependiente y específico de ABC, ya que ningún otro ARV lo reprodujo, incluso a 
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concentraciones altas (Figura 62 y Figura 64). Además, sus efectos fueron similares 

en magnitud a los de otros fármacos que se han relacionado con el riesgo de MI 

como diclofenaco o rofecoxib y que actúan a través de la inhibición de COX-2, 

mecanismo de acción distinto al ABC. Estos resultados son compatibles con los 

resultados in vitro e in vivo previos, donde se expone que ABC es un agente 

inflamatorio capaz de desencadenar procesos precursores de la trombogénesis 

como la interacción plaqueta-endotelio o leucocito-endotelio (146,256,267). 

Posteriormente, se identificó que el efecto de ABC in vivo está mediado por los 

leucocitos y por el receptor P2X7. En cuanto al papel del leucocito, este se puso de 

relevancia gracias al modelo leucopénico inducido por CPM (221,275). La 

administración de este compuesto provoca una depleción en el número de 

leucocitos en los ratones. En el grupo de ratones deficientes en leucocitos, ABC no 

fue capaz de inducir un efecto protrombótico (Figura 67). Por tanto, estos datos 

confirman el papel angular de los leucocitos en el efecto protrombótico de ABC. 

Estos resultados fueron validados por el hecho de que el efecto protrombótico de 

otros agentes trombóticos como diclofenaco o rofecoxib persistió en los animales 

leucopénicos. Ambos fármacos están correlacionados claramente con un mayor 

riesgo de MI (276,277) y, además, se conoce su mecanismo de acción, el cual 

conlleva la inhibición de la producción de prostaciclina endotelial tras la inhibición 

de la COX-2. También se atribuyó un papel al receptor P2X7 en el efecto 

protrombótico in vivo de ABC, ya que dicho efecto se revirtió cuando los ratones 

fueron pretratados con A804598, antagonista específico del receptor P2X7, y no con 

A317491, antagonista específico del receptor P2X2-3 (Figura 68). Estos resultados 

fueron validados en los ratones deficientes en el receptor P2X7, en los que ABC no 

provocó ningún efecto protrombótico, mientras que los fármacos diclofenaco y 

rofecoxib sí (Figura 69). Estos resultados están en consonancia con la bien conocida 

conexión entre el receptor purinérgico P2X7 y las respuestas inflamatorias 

vasculares (259), y, también, con la más reciente asociación entre este receptor y 
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patologías cardiovasculares como la trombosis. Asimismo, resaltar que este 

receptor es objeto de estudio en muchas otras investigaciones actuales debido a 

sus particularidades estructurales y funcionales. Se ha relacionado con 

enfermedades neurodegenerativas (Alzheimer, Parkinson, Huntington, esclerosis 

múltiple, etc.), enfermedades renales (enfermedad renal poliquística, nefritis, etc.), 

enfermedades pulmonares (síndrome de distrés respiratorio agudo, enfermedad 

pulmonar obstructiva crónica), gota y cáncer (278). Estos resultados in vivo también 

están en línea con los resultados previos in vitro descritos en la presente Tesis 

Doctoral. 

Finalmente, con el propósito de ir un paso hacia delante en el ámbito clínico, 

concretamente en dirección a la aterosclerosis se utilizó un modelo murino 

deficiente en la Apo E. Esta proteína presenta un interés particular en el desarrollo 

de la aterosclerosis por sus propiedades ateroprotectoras, al unirse a LDL y mediar 

así la eliminación de estas últimas (279). Asimismo, se ha visto, recientemente, que 

la Apo E puede controlar la liberación de microvesículas que modulan la 

inflamación y, por ende, la propia aterosclerosis (280). Por tanto, la deficiencia de 

esta proteína está asociada a una mayor probabilidad de aterosclerosis (281,282). 

En este sentido, los ratones deficientes en la Apo E presentan una mayor 

predisposición a desarrollar ateromas. Para realizar los experimentos, los ratones 

fueron alimentados con dos dietas diferentes, normal y grasa, para ver también 

como influía este factor en el efecto de ABC. En cuanto al efecto per se de ABC, los 

resultados que se obtuvieron señalaron que el tratamiento crónico durante un mes 

tiene un efecto proinflamatorio (Figura 71). Esto concuerda con el carácter 

proinflamatorio de ABC y remarca a ABC como factor de riesgo ante unas 

condiciones CV comprometidas preexistentes (139). No obstante, los resultados 

obtenidos en función de la dieta no fueron los esperados inicialmente, ya que se 

esperaba observar una mayor inflamación en los ratones alimentados con dieta 
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grasa. Una posible explicación de este hallazgo se debe al ayuno previo al cual son 

sometidos los animales para llevar a cabo la técnica. Este ayuno provocaría una 

inhibición del metabolismo de la glucosa en el miocardio debido a que el 

metabolismo que está inducido es el de los ácidos grasos (ciclo de Randle), a 

diferencia de otros órganos que solo pueden emplear como fuente de energía la 

glucosa (283). 

En resumen, a pesar de que ABC no induce ni la activación ni la agregación 

plaquetaria, si promueve pasos previos como son la interacción plaqueta-endotelio 

o la interacción plaqueta-neutrófilo. Esto se debe fundamentalmente a la activación 

endotelial o leucocitaria a través de la activación de los receptores P2X7 que 

posteriormente desencadenarían la adhesión de las plaquetas sobre ambos tipos 

celulares gracias a la interacción de diferentes moléculas de adhesión. En el caso 

de la interacción plaqueta-endotelio, interacciona la P-selectina e ICAM-1 del 

endotelio con GPIIb/IIIa y GPIba de las plaquetas. En el caso de la interacción 

plaqueta-neutrófilo, interacciona PSGL-1 del neutrófilo con P-selectina de la 

plaqueta. Estas interacciones constituyen etapas claves de la trombogénesis (Figura 

74). Por último, ABC no solo induce las etapas pretrombóticas sino que también 

tiene la capacidad de generar las condiciones que promueven la formación del 

trombo in vivo a través de una acción en la que participa el receptor purinérgico 

P2X7. 
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Figura 74. Diagrama del efecto de ABC en los diferentes procesos involucrados en la 

trombogénesis. ABC induce las interacciones neutrófilo-endotelio (A), plaqueta-endotelio (B) y 

plaqueta-neutrófilo (C); mientras que no tiene un efecto directo sobre la activación (D) y agregación 

plaquetaria (E). Finalmente, todas estas interacciones desencadenan en la formación del trombo (F). 

Los resultados de la presente Tesis Doctoral contribuyen a esbozar el perfil de 

acciones de protrombóticas de ABC que es compatible con la inducción de 

inflamación vascular y apuntan a una posible explicación farmacológica para la 

asociación de ABC con las enfermedades vasculares. No obstante, se ha de tener 

precaución al extrapolar datos experimentales a un entorno clínico, ya que es 

posible que no reflejen completamente lo que sucede en los seres humanos. 

Estudios similares en muestras de pacientes infectados por VIH y en tratamiento con 

ABC o con otros antirretrovirales serían necesarios para poder caracterizar 

completamente esta respuesta. 
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1. Abacavir no induce activación ni agregación plaquetaria, pero sí que es capaz 

de provocar interacciones plaqueta-endotelio e interacciones plaqueta-

leucocito a concentraciones clínicamente relevantes. Además, in vivo es capaz 

de promover la generación del trombo en el modelo de trombosis inducido 

por FeCl3 y de agravar el estado inflamatorio en el modelo murino de 

aterosclerosis ApoE KO.  

2. El resto de ARV analizados (TDF, ddI, FTC, 3TC, NVP, RPV, EFV, MRV, LPV, ATV, 

DRV, EVG y RAL) no indujeron ni in vitro ni in vivo ninguna de estas respuestas 

protrombóticas. Únicamente los ITININ NVP, RPV y EFV causaron un aumento 

en las interacciones de las plaquetas con el endotelio y el INI RAL produjo un 

descenso de la agregación plaquetaria inducida por ADP. 

3. Las interacciones plaqueta-endotelio y plaqueta-leucocito inducidas por ABC 

se deben a la acción de ABC sobre el endotelio y sobre el leucocito, 

respectivamente; teniendo la plaqueta en ambas respuestas un papel pasivo. 

4. Las interacciones plaqueta-endotelio causadas por ABC se deben a la 

activación del receptor endotelial P2X7 y a la interacción de las moléculas de 

adhesión endoteliales P-selectina e ICAM-1 con las plaquetarias gpIIb/IIIa y 

gpIba.    

5. Las interacciones plaqueta-neutrófilo producidas por ABC son consecuencia 

de la activación del receptor leucocitario P2X7 y de los receptores plaquetarios 

P2X1, P2Y1 y P2Y12. Este proceso también necesita la interacción de la 

molécula de adhesión leucocitaria PSGL-1 con la plaquetaria P-selectina. 

6. El efecto protrombótico de abacavir in vivo depende de la acción de ABC 

sobre los leucocitos y sobre los receptores P2X7. 
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