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Resumen

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
crénica. Sin embargo, su uso se ha asociado con la aparicién de diversos efectos
adversos, entre ellos las enfermedades cardiovasculares. Debido a que los
farmacos se pautan de manera combinada, es dificil establecer la implicacién de
cada uno de los farmacos en estos efectos adversos. Abacavir (ABC) —inhibidor de
la transcriptasa inversa andlogo de nucledsido (ITIAN), concretamente de la
guanina (purina endégena)— ha sido relacionado con un mayor riesgo de padecer
infarto de miocardio. No obstante, entorno a esta asuncién existe una gran
controversia a consecuencia del desconocimiento del mecanismo de accién 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 funcién plaquetaria, célula clave en el
paso de inflamacidon a trombosis. Por tanto, el objetivo principal de este estudio fue
analizar el efecto de ABCy de otros antirretrovirales sobre las diferentes fases de la
trombogénesis in vitro; y sobre la generacién del trombo in vivo asi como explorar

los mecanismos por los que ABC pudiera ser protrombético.

Se utilizaron células endoteliales obtenidas de cordén umbilical y células
sanguineas aisladas (PMNs, plaquetas) de sangre entera obtenida de donantes
sanos. Por una parte, se evalud, in vitro, el efecto de ABC y de otros antirretrovirales
a concentraciones clinicamente relevantes sobre las diferentes fases implicadas en
la trombogénesis [interaccidn plaqueta-endotelio, plaqueta-leucocito y plaqueta-
plaqueta (agregacion)]. Estas interacciones se evaluaron con una cdmara de flujo,
un citémetro de flujo y un agregdmetro, respectivamente. También, se analizé por
citometria de flujo la activacién plaquetaria mediante la cuantificacion de la
expresion de P-selectina y de GPlIb/Illa. Asi, se observé que ABC, pero no el resto

de los antirretrovirales, induce la interaccion de las plaquetas tanto con el endotelio

XXi



Resumen

como con los leucocitos a través de los receptores purinérgicos P2X;, ya que al
bloguear los mismos con antagonistas farmacoldgicos del receptor, los efectos de
ABC desaparecieron. Ademas, la plaqueta no fue la célula responsable de estos
efectos, sino que fueron las células endoteliales o los leucocitos. En este sentido,
ABC no promovié ni la agregacién plaquetaria ni la activacién de las mismas,
confirmando que la plaqueta juega un papel pasivo en esta respuesta. Por otro
lado, se analizé la capacidad de ABC y de otros antirretrovirales de promover la
formacién de un trombo inducido por FeCl; en un modelo murino estandarizado
por microscopia intravital. Los resultados obtenidos in vivo confirman que ABC es
capaz de promover la formacién de un trombo en un proceso dependiente de la
presencia de leucocito y del receptor P2X;, ya que el efecto se revirtié en ausencia,
o bien del leucocito -utilizando un modelo leucopénico inducido por
ciclofosfamida—, o bien del receptor —empleando tanto antagonistas
farmacoldgicos del receptor como un modelo murino deficiente en el receptor

P2X; (P2X; KO)-.

Los resultados obtenidos sefialan a ABC como factor de riesgo en el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares, comorbilidad de los pacientes con VIH, debido a
su caracter protrombdtico que podiria justificar la asociacién de ABC con un mayor

riesgo de infarto de miocardio en pacientes infectados por VIH.
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Introduccién

LA, INTEGRIDAD CARDIOVASCULAR: INFLAMACION, HEMOSTASIA Y
TROMBOSIS

I.A.1. Integridad cardiovascular

I.A.1.1. Endotelio

El endotelio es el érgano que reviste tanto los vasos linfaticos como los sanguineos
(arterias, capilares y venas). A diferencia de la gran mayoria de los érganos, presenta
una distribucién espacial a través de todo el organismo. Se estima que en un adulto
humano, el endotelio, pesa alrededor de un kilogramo y tiene una extensién
Superficial entre 4000 y 7000 m?2 A- Maraviroc B. Fostemsavir C. Enfuvirtida D. Ibalizumab ('] ) Ademés,
estd constituido por entre 1:10"3 y 6:10"3 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 glicocélix'— se dispone hacia el lumen del vaso y,
por ende, estd en contacto con la sangre o con la linfa; mientras que la zona
basolateral —recubierta por una ldmina basal de glicoproteinas— se dispone hacia
los tejidos circundantes (tejido conectivo laxo). El endotelio, la ldmina basal y el
tejido conectivo laxo configuran la tunica intima, que es la capa mas interna de los
vasos. Ademés de la tdnica intima, los vasos estan formados por otras dos tdnicas:
la media y la adventicia (Figura 1); excepto los capilares que Gnicamente tienen la

tlnica intima.

T Glicocélix es una estructura, formada por proteoglicanos, glucosaminoglicanos (GAG),

glicoproteinas y glicolipidos, que provee al endotelio de una barrera ante la sangre o la linfa.



Introduccién

I— Tunica adventicia

— Tunica media

\\: Célula endotelial
Léamina basal Tunica intima

Tejido conectivo laxo

Figura 1. Estructura de una arteria. En las arterias se distinguen la tdnica adventicia formada por
tejido conectivo; la tinica media formada por células musculares lisas y una lamina eldstica; vy, la

tdnica intima formada por las células endoteliales, la ldmina 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
cohesién al endotelio, permitiéndole actuar como barrera celular (3). Sin embargo,
este también permite el trasiego de moléculas, células y liquidos mediante
diferentes mecanismos de transporte. Estos mecanismos son: difusién pasiva,
transcitosis y transporte mediado por transportadores tanto dependientes como
independientes de adenosin trifosfato (ATP) (4). Todo ello confiere al endotelio
permeabilidad vascular; propiedad clave y graduable ya que la funcién angular del
endotelio es regular tanto el flujo como la perfusién sistémica. También ejerce otras
funciones diversas y esenciales a nivel endocrino, metabdlico e inmunoldgico

gracias a la heterogeneidad de las CE a lo largo del arbol vascular (5,6).



Introduccién

VE-cadherina

Figura 2. Uniones intercelulares presentes en el endotelio. Las uniones adherentes involucran
cadherinas, las uniones estrechas claudinas, ocludinas y moléculas de adhesion de la unién (JAM,

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

El endotelio en el desempefio de sus funciones envuelve muchos procesos, como
por ejemplo la modulacién del didmetro y del tono vascular, la sintesis y el tréfico
de sustancias, la coagulacion, el reclutamiento de leucocitos, y la adhesidén
plaquetaria y leucocitaria, entre otros, gracias a los receptores y moléculas
presentes en sus membranas. En definitiva, el endotelio desempefia 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 protrombdticas;
mientras que el estado vasodilatador con condiciones antioxidantes,

antiinflamatorias y antitrombéticas (9).
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I.A.1.2. Integridad vascular y disfunciéon 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 fisiopatoldgicos se producen dafos
en el endotelio que, en Ultima instancia, se traducen en la disfuncién endotelial (DE),
y, por ende, el endotelio queda incapacitado para generar respuestas fisioldgicas
adecuadas. Dos de las primeras sefiales de DE son el aumento de la permeabilidad
y la alteracién del tono vascular. Ambas caracteristicas estdn relacionadas
directamente con las funciones principales del endotelio, que son la regulacién de

la perfusion 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 glicocélix (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 adhesiéon homofilica célula-célula de manera calcio
dependiente. La estabilidad de estas uniones se regula a través de un modelo
dindmico 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 fisiopatoldgicas se produce un aumento de la permeabilidad como
consecuencia de la no formacién del complejo VE-cadherina/p120-catenina,

contribuyendo asi al desarrollo de la DE.
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Figura 3. Modulacion de la permeabilidad de las células endoteliales a través de la interaccién
VEGF-FGF. VEGF induce la fosforilacién de VE-cadherina a través de la proteina tirosina quinasa Src
(Src). La VE-cadherina fosforilada no puede unirse a p120-catenina, aumentando asi 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 proteina
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 unién de la proteina tirosina quinasa

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

En referencia al tono vascular, el flujo serd adecuado o no dependiendo de la
tonicidad vascular (hiperténico o hipoténico) y del didmetro del vaso. El tono
vascular se regula gracias a sustancias vasoactivas producidas por el propio
endotelio que modulan la contraccién y la dilatacién. En condiciones basales, se
sintetizan niveles bajos —pero suficientes— de éxido nitrico (NO) a partir de la L-
Arginina (L-Arg) mediante la accién de la isoforma calcio dependiente 6xido nitrico
sintetasa endotelial (eNOS, por sus siglas en inglés). EI NO, sustancia
vasodilatadora, difunde hacia las células del musculo liso, produciéndose asi la

vasodilatacion del vaso (Figura 4).
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Otras sustancias vasodilatadoras secundarias son el factor de hiperpolarizacién
derivado del endotelio (EDHF) y la prostaciclina (PGly). El estado vasodilatado se
equilibra a través de la accion de sustancias vasoconstrictoras como la angiotensina
Il (All), el tromboxano A, (TXAy) y la endotelina-1 (ET-1) (Figura 4) (19,20). No

obstante, en un escenario fisiopatolégico las concentraciones de las sustancias

vasoactivas se desequilibran, favoreciendo el desarrollo de la DE.

e
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60 AMPc u |
S
GTPc ——» GMPc N PN,
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VASODILATACION VASOCONSTRICCION

Figura 4. Vasodilatacién y vasoconstriccién vascular. En cuanto a la vasodilatacién, se produce
NO, —por accién de la eNOS—en la CE, que difunde hasta las células musculares lisas. Alli, NO activa
la enzima guanilato ciclasa soluble (GCs) que interviene en la formacién de guanosin monofosfato
ciclico (GMPc). Otras de las moléculas que intervienen en la relajacién del vaso son EDHF y PGla.
EDHF también induce GMPc, también; y PGl2, que se produce gracias a la ciclooxigenasa (COX),
induce al adenosin monofosfato ciclico (AMPc) tras difundir a las células musculares lisas. En Gltima
instancia, tanto GMPc como AMPc, como segundos mensajeros, provocan una disminucién en la
concentracién de iones calcio intercelular (Ca%*). En cuanto a la vasoconstriccién, la ET-1, la All y el
TXAz2, producidos por la enzima de conversién de la endotelina (ECE), la enzima de conversién 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 [Ca?*].
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Ademas 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
fibrinoliticas, factores de crecimiento, mediadores inflamatorios e inmunoldgicos, y

especies reactivas de oxigeno o nitrégeno.

Tabla 1. Sustancias producidas por las células endoteliales.

Sustancias
coagulantes y
fibrinoliticas

Mediadores

Sustancias Factores de

crecimiento

inflamatorios e
inmunolégicos

5 Especies reactivas
vasoactivas

VASOCONSTRICTORAS COAGULANTES bFGF CITOQUINAS OXIGENO
All IGF-1 L H0,
ET1 Fectony MCP-1 HO,
TXA, HS PDGF TGF 07
ProteinaCy S TGF TNFa
TF
VASODILATADORAS M MOLECULAS DE NITROGENO
ADHESION
ADM NO;
EDHF FIBRINOLITICAS ICAM NO,
O PAIT PECAM NOLCI
PG, tPA Selectinas ONOO
Quininas Uroquinasa

All: angiotensina Il; ADM: adrenomedulina; bFGF: factor de crecimiento de fibroblastos bésico;
EDHF: factor de hiperpolarizacién derivado del endotelio; ET-1: endotelina-1; H202: peréxido de
hidrégeno; HOz: hidroperoxilo; HS: heparédn sulfato; ICAM: moléculas de adhesién celular
intercelular; IGF-1: factor de crecimiento insulinico tipo 1; IL: interleuquinas; MCP-1: proteina
quimiotactica de monocitos 1; NO: éxido nitrico; NO2: diéxido de nitrégeno; NOz': ion nitrito; NO2Cl:
cloruro de nitrilo; Oz: superdxido; ONOO<: peroxinitrito; PAI-1: inhibidor del activador del
plasminégeno-1; PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas; PECAM: molécula de adhesién
de células endoteliales de plaquetas; PGlz: prostaciclina, TF: factor tisular; TGF: factor de crecimiento
transformante; TM: trombomodulina; TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa; tPA: activador tisular del
plasminégeno; TXAz: tromboxano; VCAM: molécula de adhesién celular vascular; vWF: factor de von

Willebrand).
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El endotelio sano tiene la capacidad de orquestar la sintesis de todas estas
sustancias. Sin embargo, si el endotelio esta deteriorado como consecuencia de la
DE, presentard un fenotipo alterado que se caracteriza por una baja
biodisponibilidad de NO y por la secrecién aumentada de mediadores
proinflamatorios. Por tanto, el estrés oxidativo (EO) y la inflamacién crénica 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 superdxido (Oy) —especie reactiva de oxigeno (ROS, por sus siglas en
inglés) producida en la mitocondria— consume el NO producido, transformandolo
en peroxinitrito (ONOO"). El peroxinitrito, que es una especie reactiva de nitrégeno,
produce el desacoplamiento de la eNOS que conlleva a la generacién de mas
superoxido y peroxinitrito, perpetuando asi la retroalimentacién (22). Por otro lado,
la inflamacion crénica se caracteriza por niveles elevados de TNF-a y de proteina C
reactiva (CRP, por sus siglas en inglés). El TNF-a es un mediador proinflamatorio
que disminuye la expresion de eNOS directamente, y ademds inhibe la
degradaciéon de la dimetilarginina asimétrica (ADMA) que es un inhibidor de la
eNOS. Asimismo, también, promueve la activacion de la NADPH oxidasa que
genera un aumento de ROS. La PCR atenua la produccion de NO por medio de la

desestabilizacion del ARNm de la eNOS.

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

(23-25).
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Figura 5. Estrés oxidativo e inflamacién crénica como mecanismos de disfuncién endotelial.
Estrés oxidativo: la mitocondria genera ROS que reduce la disponibilidad de NO y genera ONOO-
que provoca el desacoplamiento de eNOS. Inflamacién crénica: el TNF-a activa a la NADPH
oxidasa que induce la produccién de ROS, e inhibe la eNOS —directa e indirectamente— por lo que

impide la generacién de NO.

La DE desencadena otros procesos desfavorables como la activacién de la cascada
de coagulacion plasmatica, y la adhesion de plaquetas y leucocitos al endotelio
como consecuencia de la reactividad endotelial. Por tanto, es necesario preservar
la integridad vascular mediante diversos mecanismos fisiolégicos homeostéticos
acoplados con el fin de evitar hemorragias, trombos, edemas, émbolos, etc.
Algunos de estos mecanismos son la inflamacién y la hemostasia. Estos son
procesos fisioldgicos que se desencadenan en respuesta a un dafio y estan
interrelacionados  bidireccionalmente  configurando  un  circuito  de
retroalimentacidn positiva, donde intervienen CE, leucocitos, plaquetas, factores de

coagulacién, mediadores inflamatorios, etc. (26).
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I.A.2. Inflamacién

I.A.2.1. Respuesta inmunitaria

La inflamacién es un proceso fisiolégico que se desencadena de manera
espontdnea, como respuesta inmunitaria, cuando el sistema inmunolégico (SI)
percibe una sefial exégena de alerta con el propédsito de combatirla. Existe un
amplio abanico de sefales; no obstante, las sefiales predominantes son la
presencia de patdgenos, los efectos de agentes quimicos y las lesiones fisicas
externas que causan heridas. Esta respuesta inmunitaria pone en marcha diferentes
procesos con el objetivo de detectary eliminar el dafio y, posteriormente, recuperar
el tejido dafiado. A nivel macroscépico, la inflamacién puede percibirse por lo que
se conoce como tétrada de Celso: rubor, calor, hinchazén y dolor (27). El rubor y el
calor se deben a la acumulacién de sangre en el tejido afectado; la hinchazén a la
acumulacién de células inmunitarias y a la extravasacién del liquido plasmético; y el
dolor se produce por la presion generada sobre las terminaciones nerviosas. A nivel
microscépico, en las zonas de inflamacién hay un microambiente cargado de
células inmunitarias y de mediadores proinflamatorios. Los mediadores liberados
aumentan la permeabilidad de los vasos favoreciendo la extravasacién de las
células que viajan a través de la sangre, contribuyendo asi al proceso de sanacién

(28).

Se distinguen dos tipos de inflamacién, la aguda y la crénica. La inflamacién aguda
se caracteriza por un comienzo rapido e intenso y una duracién corta y es la que
propiamente supone un mecanismo de defensa. Sin embargo, la inflamacién
crénica se prolonga en el tiempo de manera sostenida, llegando a ocasionar

problemas autoinmunoldgicos (29).
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I.A.2.2. Proceso inflamatorio y la funcion de los leucocitos

El proceso inflamatorio consta de diferentes fases que se autorregulan a través de
la concentracién presente de los mediadores inflamatorios con el objetivo de evitar
respuestas magnificadas (30). Asimismo, la evolucién del proceso inflamatorio
involucra la interaccion de diversos tipos celulares tales como CE, neutrdfilos,

linfocitos Ty plaquetas, entre otros.

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

e Primera fase: el S| detecta una sefial de alerta y los mastocitos liberan
mediadores inflamatorios preformados o sintetizados de novo.

e Segunda fase: los mediadores provocan tanto el aumento de la
permeabilidad como un efecto quimiotictico sobre moléculas
proinflamatorias y células inmunes circundantes, favoreciendo la
acumulacién de estas en la zona inflamada.

e Tercera fase: los leucocitos” acumulados transmigran desde los vasos
hacia los tejidos con el fin de fagocitar al agente causal.

o Cuarta fase: tras eliminar el agente causal del dafo, se inicia un proceso

de reparacion para regenerar el tejido afectado.

? Los leucocitos o glébulos blancos son un conjunto heterogéneo de células del Sl derivadas de la
célula madre hematopoyética, pudiendo pertenecer al linaje linfoide o mieloide. Principalmente hay
cinco clases de leucocitos: neutrdfilos, eosindfilos, basdfilos, monocitos y linfocitos. Estos se agrupan
en granulocitos (neutréfilo, eosindfilo y baséfilo) y agranulocitos (monocito y linfocito). Asimismo,

los mastocitos y las células dendriticas, también, pertenecen al conjunto de leucocitos.

13
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Durante la segunda y tercera fase descrita de la inflamacion, se produce la
interaccion leucocito-endotelio (32). Esta interaccion es parte del proceso

secuencial de etapas de la migracién leucocitaria (33-35). Las etapas son (Figura 6):

e Captura: el primer paso para desencadenar la migracién leucocitaria
consiste en reclutar los leucocitos circulantes por el torrente sanguineo en
la zona afectada. Esta captura se produce gracias a la accién quimiotactica
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 sanguineo,
y por consiguiente su velocidad disminuye. En este proceso participan
fundamentalmente las moléculas de adhesion pertenecientes a la familia
de las selectinas que interaccionan con sus ligandos correspondientes
(36).

e Activacion: el rodamiento desencadena la activacion inducible del
leucocito a través de citoquinas y otros mediadores proinflamatorios
presentes en el endotelio activado.

e Adhesion: una vez el leucocito y el endotelio estan activados y, por tanto
son reactivos, pueden establecer interacciones firmes. Las moléculas que
intervienen principalmente en estas interacciones son las integrinas y sus
ligandos.

e Migracion o diapédesis: tras la adhesion, el leucocito se prepara para la
extravasacion hacia los tejidos circundantes. La diapédesis puede ser para-

o transcelular.
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CAPTURA RODAMIENTO ACTIVACION ADHESION MIGRACION
Moléculas L-selectina L-selectina Quimiocina-R LFA-1 PECAM-1
leucocitarias VLA-4 VLA-4 PAF-R Mac-1 Mac-1
ESL-1 VLA-4 asPy

/\ PSGL-1 Br

—=. 8
=

Moléculas s-Le* s-Le* Quimiocnas ICAM-1 PECAM-1 o HSPG
endoteliales VCAM-1 VCAM-1 PAF ICAM-2 Fibrinégeno
E-selectina VCAM-1 Laminina

P-selectina Fibronectina

Figura 6. Etapas de la migracién leucocitaria y moléculas de adhesién implicadas. Las etapas
representadas son las descritas en el texto, y en cada una se produce la interaccién especifica de las
moléculas leucocitarias con sus ligandos (moléculas endoteliales) respectivos. (ESL-1: ligando de E-
selectina; HSPG: proteoglicano heparén sulfato; ICAM-1: molécula de adhesién celular intercelular
1; ICAM-2: molécula de adhesiéon celular intercelular 2; LFA-1: antigeno 1 asociado a la funcién
linfocitaria; Mac-1 (CD11b/CD18): antigeno 1 macrofégico; PAF: factor activador de plaquetas; PAF-
R: receptor del factor activador de plaquetas; PECAM-1: molécula de adhesién celular endotelial de
plaqueta; PSGL-1: ligando de P-selectina; s-Le*: sialil Lewis X ; VLA-4: integrina a4f1; VCAM-1:

molécula de adhesion celular vascular 1).

Las moléculas descritas en la Figura 6 son las moléculas clésicas involucradas en las
distintas etapas que conducen a la migracién leucocitaria. Sin embargo, en los
ultimos afios, 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 lipoproteinas de baja densidad (LDL) oxidadas
(oxLDL) o acetiladas (acLDL). Concretamente se ha sefialado a los siguientes SR:

LOX-1 (SR-El), 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 fisioldgicos complejos que tienen lugar
con el fin de prevenir y detener las hemorragias. Al menos cuatro mecanismos
intervienen en la hemostasia que estdn estrechamente relacionados:

vasoconstriccién, hemostasia primaria, coagulacion y fibrindlisis (39).

La hemostasia primaria consiste en la agregacion plaquetaria sobre la pared del
vaso, forméandose, asi, un tapén que ayuda a sellar el vaso y por consiguiente a
detener el sangrado. Este proceso involucra tres eventos: la adhesion de las
plaquetas® sobre el endotelio, la activaciéon plaquetaria y la agregacion de

plaquetas (Figura 7).

% Las plaquetas o trombocitos son células anucleadas y discoidales (2-3 um de didmetro) formadas

mediante un proceso de escision 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 107 plaquetas/L circulando (285).
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ADHESION ACTIVACION AGREGACION
Moléculas GPVI P-selectina GPllb/llla
[ELIEEES a2,
GPIb-IX-V

Moléculas Colégeno PSGL-1 Fibrinégeno
endoteliales VWF

Figura 7. Eventos durante la hemostasia primaria y moléculas implicadas. En la hemostasia
primaria se produce primero la interaccién plaqueta-endotelio que da lugar a la adhesion de las
plaquetas. Posteriormente, se produce la activaciéon de las plaquetas, lo cual provoca una serie de
cambios que finalmente dan lugar a la formacién de un aglomerado plaquetario mediante la
interaccion plaqueta-plaqueta. (a2p1: integrina a2p1; GPlb-IX-V: glicoproteina Ib-IX-V; GPllb/Illa:
glicoproteina llb/llla; GPVI: glicoproteina VI; PSGL-1: ligando de la P-selectina; vVWF: factor de von
Willebrand)

En un primer momento, el endotelio dafiado queda expuesto a coldgeno —
sustancia protrombética— que induce la adhesién de las plaquetas sobre él. Esta
adhesion puede ser directa gracias a los receptores plaquetarios GPVI y a,B4, o
indirecta través del vWF, secretado por las CE, que se une al receptor plaquetario

GP1b-1X-V (40).

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

como colageno, adenosin difosfato (ADP), TXA,, trombina, etc. (Figura 8) (41).
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Figura 8. Activacién plaquetaria por la accién de diferentes moléculas. En |a figura se muestran
siete vias por las que se pueden activar las plaquetas. Se puede activar por accién de la trombina a
través de los receptores PAR1 y PAR4; del tromboxano (TXAz) y su receptor; del adenosin difosfato
(ADP) interaccionando con los receptores P2Y1y P2Y12; del coldgeno via el factor de von Willebrand

(VWF); del fibrinégeno a través de GPlIb/llla; y, de la interaccién con GPV1y a2B1.
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Esta activacidn provoca la degranulacién (Figura 8) y el cambio morfolégico de la
plaqueta, adquiriendo esta una forma elongada. La degranulacién consiste en la
liberacion del contenido preformado y almacenado en los gréanulos plaquetarios
principales (grénulos-a, granulos-8 y lisosomas), ya que ademés tienen otras
vesiculas secretoras como por ejemplo los peroxisomas o granulos T. Asimismo, la
plaqueta activada es capaz de sintetizar mediadores adicionales de novo (42). El
contenido granular presenta una amplia variedad, incluyendo factores de

coagulacién, moléculas de adhesidn, citoquinas, etc. (Tabla 2) (43).

Tabla 2. Contenido de los granulos plaquetarios.

Lisosomas

GP de ADHESION AMINAS PROTEASAS ACIDAS
P-selectina Serotonina
Fibrinégeno Histamina
VWF
Fibronectina
Trombosporina
FACTORES DE CATIONES GLICOHIDROLASAS
COAGULACION BIVALENTES
Factor V Ca**
Factor XI Mg
Factor XIII
OTROS FACTORES NUCLEOTIDOS
PDGF ATP
TGF-B ADP
EFG GTP
VEGF GDP
QUIMIOCINAS

ADP: adenosin difosfato; ATP: adenosin trifosfato; EFG: factor de crecimiento epidérmico; GDP:
guanosin difosfato; GTP: guanosin trifosfato; PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas;
TGF-f3: factor de crecimiento transformante 3 VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular; vWF:

factor de von Willebrand).
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La liberacién del contenido granular permite la continuidad del proceso
hemostético (44). Los granulos-a liberan vWF y fibrindgeno que participan en la
agregacioén plaquetaria. También, liberan P-selectina que se transloca a la superficie
facilitando la adhesion uniéndose a PSGL-1 (45,46). Los granulos-3 liberan ADP —
agonista plaquetario— que induce el reclutamiento de otras plaquetas a través del
receptor P2Y12, y otros receptores purinérgicos. También, liberan Ca?*,
aumentando la concentracion intracelular. Esto es clave tanto para la coagulacién

como para la activacion de otras plaquetas (43).

Finalmente, todas las plaquetas acumuladas van interaccionando, formandose, asi,
el aglomerado plaquetario que sella el vaso. Este tapdn plaquetario esta mediado

por fibrindgeno que se une al receptor GPIlb/llla de las plaquetas (47,48).

Este agregado plaquetario primario sirve como andamiaje reticular para la
formacién del codgulo de fibrina mediante los diferentes procesos implicados en la

cascada de coagulacion (49).

I.A.3.3. Trombosis

La trombosis es el estado patoldgico inducido por la formacién de codgulos en el
interior de los vasos sanguineos que resulta en el cese del flujo sanguineo, llegando
a producir Ml entre otras ECV (50). El codgulo y el trombo se forman
fisiolégicamente igual; no obstante, la formacion del codgulo hace referencia a una
respuesta homeostética de eminente valor, mientras que la formacién del trombo a
una condicién patoldgica, que puede conllevar a diversas manifestaciones clinicas

en funcién del vaso que se obstruya.
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Los procesos de inflamaciéon y coagulacidn estan estrechamente relacionados, ya
que por ejemplo las heridas formadas en los tejidos requieren la activacion tanto
de la respuesta inmune inflamatoria para atacar a los patégenos, como del proceso
de coagulacién con la finalidad de detener el sangrado (50). Por tanto,
razonablemente, trombosis e inflamacién también estan relacionadas. Incluso
algunos expertos acufian el término inmunotrombosis (50). Como se ha visto antes
uno de los primeros pasos en el proceso inflamatorio es la interacciéon leucocito-
endotelio (Figura 6), esto puede causar eventualmente la activacién de los
leucocitos, y especialmente de los neutréfilos promoviendo asi la adhesion de las
plaquetas circundantes sobre los mismos neutrdfilos (51). Esta adhesidn se puede
dar principalmente mediante la interaccién de la molécula de adhesién PSGL-1 en
leucocitos y P-selectina en plaquetas, aunque otras moléculas de adhesion estén
involucradas en dicho proceso (52,53). Estas otras moléculas son: Mac-1
leucocitaria con GPlba, JAM-3, y GPIIb/llla (via fibrindgeno) plaquetarias; CD40 y
o B2 leucocitaria con CD40L e ICAM-2 plaquetaria, respectivamente (56).
Subsecuentemente, las plaquetas se pueden activar durante este proceso e inducir
tanto su adhesion sobre las células endoteliales como la propia agregacion
plaquetaria (Figura 7) (56). A consecuencia de todas estas interacciones entre los
diferentes tipos de células vasculares y otros mecanismos (descritos en la Figura )

(50,54) se puede producir la formaciéon de los trombos (Figura 9).
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Figura 9. Procesos durante la inmunotrombosis. La inflamacién 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 neutréfilos 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 patégenos (PAMP, por sus siglas en inglés) o a los patrones
moleculares asociados al dafio (DAMP, por sus siglas en inglés) a través del receptor de
reconocimiento de patrones—, induciendo la activacién de la ruta extrinseca de la coagulacién. Por
otro lado, los neutrdfilos liberan las trampas extracelulares de neutréfilos (NET, por sus siglas en.
Inglés) que son redes de ADN asociadas a histonas (H3 y H4). Las NET pueden activar directamente
la coagulacién a través de la activacion del factor XIl. Ademas, las NET favorecen el reclutamiento
de plaquetas al unirse al factor de von Willebrand. Asimismo, las histonas promueven la activacién
plagquetaria. Asimismo, el endotelio dafhado queda expuesto a coldgeno que favorece la adhesién
de las plaquetas al endotelio a través de diferentes receptores plaquetarios (GPVI, azp1y GP1b-IX-
V). Una vez activadas las plaquetas, la degranulacién de las mismas induce la agregacion plaquetaria,
la interaccién plaqueta-neutrdfilo y la formacion del trombo. Todo ello desencadena en la formacién

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 més tarde
clasificd los receptores purinérgicos basandose en la especificidad por sus
ligandos, como son el ATP y otros nucledtidos de purina y pirimidina que se liberan
en los tejidos tanto en condiciones fisioldgicas como patoldgicas (56,57). Estos
receptores estan implicados en procesos fundamentales para organismo como la

homeostasis, inmunidad e inflamacién (58).

Los receptores purinérgicos, identificados hasta el momento, se han dividido en P1
y P2 en funcién de sus estructuras moleculares y de las vias de transduccién que
activan. Los receptores P1, estdn acoplados a la proteina G, mientras que los
receptores P2 se subdividen en receptores de canal idnico, receptores P2X, y en
receptores acoplados a la proteina G, receptores P2Y, y presentan diferente

sensibilidad a los ligandos endégenos (59).

En cuanto a los receptores de tipo P1 o receptores de adenosina, hay descritos
cuatro (A1, Aza, Az y Asz). Los receptores Ay Az se acoplan a la proteina Goy y
median la inhibicién de la adenilato ciclasa: mientras que los receptores Aya y A
se acoplan a la proteina Gasy activan la adenilato ciclasa. Por tanto, los receptores
P1 en conjunto regulan la acumulacién de AMPc (60). En el caso de los receptores
P2Y, hay descritos ocho (P2Yq, P2Y,, P2Y4 P2Y. P2Yqq, P2Y1,, P2Y43, P2Y4,) y
presentan diferentes afinidades por los ligandos ADP, UTP, UDP y ADP-glucosa, a
excepcion del P2Y4y que es selectivo para el ligando ATP (61). Estos receptores son
funcionales cuando interactian 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 proteinas G heterotrimérica. Los receptores P2Yy, P2Y;, P2Y,,
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P2Ysy P2Yq; se acoplan a la proteina Gog1; y los receptores P2Yq,, P2Y13y P2Y4,a
la Gao. Asimismo, el P2Yq; también acopla con la Gos (62). En referencia a los
receptores P2X, se han descrito siete (P2X;, P2X;, P2X3, P2Xy, P2Xs, P2X,, P2X;7) 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 interacttan
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 P2X; es el Ultimo 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 contribucién en una
gran cantidad de trastornos relacionados con la inmunidad y la inflamacién (65). El
receptor P2X5, al igual que otros miembros de su familia, utiliza ATP como ligando,
pero curiosamente presenta una estructura Unica, que hizo que en un primer
momento se clasificara como receptor P2Z, y que se asocia con un mecanismo de
activacién poco definido causado por niveles inusualmente elevados de ATP
(64,66). Ademas, su activacion prolongada resulta en la apertura de un poro de

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

Aunque el mecanismo de accién del receptor P2X; es ambiguo, existe un consenso
general sobre su implicacién en procesos inflamatorios. Ademas, recientemente
también se ha asociado el receptor P2X; con la trombosis (67) y otras patologias
como el cancer, y enfermedades neuroldgicas. En cuanto a su relacién con los
procesos trombéticos, diferentes estudios in vivo han demostrado el papel de los
receptores P2X; en la formacion de trombos a nivel de la arteria carétida (68), y se
observé que tras su activacion se induce la liberacién de TF por parte de los

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

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) se considera enfermedad
cardiovascular (ECV) al conjunto de trastornos que afectan al corazén y a los vasos
sanguineos, De acuerdo con la Clasificacién Internacional de Enfermedades (CIE-

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

e Arritmia e insuficiencia cardiaca;

e  Cardiopatia pulmonar;

o Cardiopatias isquémicas (por ejemplo, infarto de miocardio);

e  Coronariopatias (por ejemplo, arterioesclerosis coronaria);

e Endo-y pericarditis;

o Enfermedades cardiacas reuméticas;

» Enfermedades cerebrovasculares (por ejemplo, isquemia cerebral);

e Enfermedades de las cavidades y vélvulas cardiacas;

e Enfermedades de los vasos (por ejemplo, aterosclerosis, oclusion arterial
aguda, trombosis venosa profunda, etc.);

e Enfermedades hiper- e hipotensivas.

De entre todos los desérdenes citados previamente, destacan por su prevalencia
las cardiopatias isquémicas y las enfermedades cerebrovasculares. A nivel mundial,
en 2019, fueron la primera y segunda causa de defuncién, segun el informe
presentado por la OMS (69). En Espafia, fueron la segunda y tercera causa de
fallecimiento en 2020, después del COVID-19, segun los dltimos datos presentados

por el Instituto Nacional de Estadistica (INE) (70).
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La hegemonia de las ECV como principal causa de muerte no es puntual de este
altimo lustro, sino que podria decirse que es la primera causa de defuncién 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):

e No modificables: edad, sexo, predisposicién genética.

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

e Modificables de tipo fisiolégico:  hipertension, hiperglucemia,
hiperlipidemia, sobrepeso u obesidad, diabetes mellitus, sindrome

metabdlico, etc.

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

ellos de manera preventiva.

A nivel fisiolégico, un escenario proinflamatorio y un balance hemostético

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

I.A.6.1. Ateroesclerosis

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria crénica, progresiva, con elevada
participacién inmunitaria (74,75) que causa diversas ECV. Esta patologia implica la
formacién de lesiones debidas a la acumulaciéon de lipidos, especialmente de la
fraccién conocida como lipoproteinas de baja densidad (LDL) del colesterol. Estas
lesiones, que se conocen como placas aterosclerdticas, suelen presentarse como
engrosamientos focales asimétricos de la tdnica intima de los vasos arteriales (76).

La primera etapa de la formacién de la placa consiste en la acumulaciéon de células
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inmunes y depdsitos de lipidos. Las placas maduras, también conocidas como
ateromas, presentan una estructura mas compleja (75). En el centro de la placa se
encuentran los macréfagos infiltrados y los lipidos acumulados, y a su alrededor se
forma una capa de células musculares lisas y una matriz rica en colageno (Figura 10)
(77). En los ateromas, muchas de las células inmunes infiltradas (linfocitos T)
muestran signos de activacion y producen y liberan mediadores proinflamatorios,
como la interleucina-1 beta (IL-1B), el interferén-y (IFNy) y el TNF, perpetuando asi

la inflamacién (78,79).

Por tanto, las placas se caracterizan por tener un componente inflamatorio y
fibrético; cuya estabilidad depende tanto con el propio grosor como con el nivel
de células inmunitarias infiltradas; las placas delgadas y con un nimero elevado de
células se denominan placas vulnerables (80). Aunque las complicaciones clinicas
de la aterosclerosis pueden surgir de placas que causan estenosis que limitan el
flujo sanguineo, los eventos clinicos méas graves siguen la rotura de la placa, que
expone el material protrombético de la placa a la sangre y provoca una oclusién
trombdtica repentina de la arteria. En el corazon, la aterosclerosis puede conducir
a Ml (Figura 10) e insuficiencia cardiaca; mientras que en las arterias que perfunden

el cerebro puede causar isquemia (75).

27



Introduccién

Infarto de
miocardio

Progresion de la |
Lesion Veta grasa Lesion Fib Lesion
inicial intermedia complicada
Histologia normal Acumulacién i6 D del Capas Ruptura de la placa
intracelular de intra-y core lipidico fibréticas y
Infiltracién de lipidos extracelular de calcificadas Trombosis
macréfagos lipidos

Figura 10. Progresién de la formacion de la placa aterosclerética. En la figura se muestran las
diferentes etapas de la aterosclerosis, desde una lesion inicial en la arteria hasta el desarrollo de una

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

El papel que desempenan las plaquetas en la aterosclerosis, especialmente en su
desarrollo, estd bien definido (81). Las plaquetas son las células clave que
relacionan la inflamacién y la trombosis (82), ya que la expresién y secrecién de
quimiocinas por parte de las plaquetas facilita tanto la interaccion plaqueta-
endotelio como de otras interacciones celulares en la placa aterosclerética (83). La
adhesion plaquetaria en la pared vascular conduce a la activacién plaquetaria que
induce, a su vez, la liberacion de quimiocinas, como PF4, que median el
reclutamiento de leucocitos en el vaso, favoreciendo asi la aterogénesis,

ateroprogresién y aterotrombosis (84,85).
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.LB. VIH, SIDA, TERAPIA ANTIRRETROVIRAL Y COMORBILIDADES
CARDIOVASCULARES

I.B.1. Virus de la Inmunodeficiencia Humana

1.B.1.1. Clasificacién

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

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

Hoy en dia, se conocen dos especies del VIH, VIH-1 y VIH-2. Ambas son descritas,
por el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (CITV), como miembros
pertenecientes al género Lentivirus, subfamilia Orthoretrovirinae, familia
Retroviridae y orden Ortervirales (86). La similitud a nivel gendmico entre ambas
especies es aproximadamente del 48% (87). Asimismo, cada especie estd
conformada por diferentes cepas. En cuanto a las cepas de la especie VIH-1 se han
agrupado en tres grupos: principales, nuevasy atipicas. Ademas, dada la diversidad
existente, las cepas del grupo principal se han subclasificado en 11 subtipos (de la
A a la K), més los intersubtipos recombinantes (88). En el caso del VIH-2, la

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

Independientemente de la descripcion taxondémica del virus, este se puede
catalogar atendiendo a la clasificacion de Baltimore (89). Esta agrupa los virus en
siete grupos en funcion de su genoma y su método de replicacion. El VIH pertenece
al grupo VI que se caracteriza por presentar un genoma constituido por una cadena
monocatenaria de acido ribonucleico (ARNmc) de sentido positivo, la cual se replica

a través de una bicadena de 4cido desoxirribonucleico (ADNbc) (90).
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1.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 proteinas (Figura

11). Los nueve genes se agrupan segun su funcién:

e  Estructurales: gag, poly env.
e Reguladores: taty rev.

e Accesorios: nef, vif, vpry vpu.

-
tat
env R

pol et
5-LTR gag PR/TI/IN/ARNasa H
RN —E: _sumv _ Eu n s

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Kb

Figura 11. Representaciéon esquematica del genoma del VIH. El genoma est4 flanqueado por
secuencias denominadas LTR por sus siglas en inglés (“long terminal repeat”). La regién 5-LTR
codifica al promotor para la transcripcién de los genes virales, mientras que el extremo 3'-LTR
permite la poliadenilacién del ARN. Los genes estructurales codifican un total de nueve proteinas.
El gen gag codifica la proteina de la matriz (MA, p17), la proteina de la capside (CA, p24), vy la
nucleoproteina (NC, p7); el gen pol codifica las siguientes enzimas: proteasa (PR, p10), transcriptasa
inversa (Tl, p51), integrasa (IN, p32) y ARNasa H; y, el gen env codifica tanto la glicoproteina de
superficie (SU, gp120) como de transmembrana (TM, gp41). Los codifican una
proteina cada uno. El gen tat codifica a la proteina transactivadora (p14) —que activa la transcripcién
de los genes virales—y el gen rev al regulador del “splicing” del ARN (p19). Los genes accesorio
codifican cuatro proteinas accesorias. El gen nef (p27) al factor regulador negativo; el gen vif (p23)
al factor de infectividad viral; el gen vpr (p15) a la proteina r virica; y, el gen vpu (p16) a la proteina

Unica virica (92).
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1.B.1.3. Morfologia

El VIH es un virus complejo con envoltura, cuya morfologia es semejante a un esfera
de 100 nm de didmetro (Figura 12) (92). La envoltura es una bicapa lipidica
constituida por un total de 72 trimeros de gp120/gp41 que son glicoproteinas de
superficie y de transmembrana, respectivamente. Por debajo de esta bicapa, hay
una matriz formada por la proteina de matriz, p17. Esta matriz a su vez envuelve una
nucleocépside formada por la proteina de capside, p24, que encapsula el material
genético —que se asocia a la proteina de nucleocapside, p7, formando un complejo
ARN/proteina—y algunas enzimas como la proteasa (PR), transcriptasa inversa (Tl) e

integrasa (IN) (93).

SU (superficie, gp120)

TM (transmembrana, gp41)

MA (matriz, p17)
NC (nucleocépside, p7)
CA (cépside, p24)

PR (proteasa)
Tl (transcriptasa inversa)

IN (integrasa)
ARNasa H

ARNmc

rev, tat

Figura 12. Representacién esquematica de la estructura del VIH. En la superficie, se observan
los trimeros de gp120/gp41 que forman la bicapa lipidica. Por debajo de esta, se encuentra tanto la
matriz que estd compuesta por la p17 como la nucleocépside por la p24. En el interior, se encuentra

el ARNmc, las proteinas y las enzimas propias del VIH.

31



Introduccién

1.B.1.4. Ciclo biolégico

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

nueve etapas (Figura 13) (94):

1. Fijacion

El primer paso para que el virus cause una infeccion es la fijacién de este en la célula
hospedadora. Esta fijacion se produce gracias a la unién 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, macréfagos y células
dendriticas. Este reconocimiento provoca un cambio conformacional en la gp41 del
virus. Ademds, esta unién requiere de la participacién de co-receptores que
generalmente son los receptores de quimiocina, CCR5 y CXCR4. El primero se
expresa en linfocitos T de memoria, macréfagos y células dendriticas, mientras que

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

2. Fusion

Tras la fijacion, se produce la fusién de la envoltura lipidica del virus con la
membrana plasmatica de la célula hospedadora, gracias a alta hidrofobicidad del
virus. Una vez dentro, se produce la denudacion de la matriz, la capside y la
nucleocépside del virus como consecuencia de un cambio en el pH. Finalmente, el

ARN viral queda libre en el espacio citoplasmético de la célula hospedadora.
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3. Transcripcién Inversa

Una vez el ARN viral estd libre en el citoplasma, actia 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 transcripcidn
inversa. A continuacion, 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. Integracion
Tras la obtencién del ADNbc viral, se produce la translocacién citoplasma-nucleo a
través de los poros nucleares. Una vez en el interior del nucleo se integra con el
ADN de la célula hospedadora mediante la accidn de la enzima integrasa viral. Tras
integrarse, este puede replicarse junto con el resto del genoma durante la divisidn
celular.

5. Transcripcién

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

los mecanismos propios de la célula hospedadora.

6. Traduccién

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

al citoplasma, donde se traduce a poliproteinas inmaduras con la intervencion de

los propios ribosomas de la célula.
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7. Maduracion

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

lugar a las proteinas constitutivas y maduras del virus.

8. Ensamblaje

Antes de que las nuevas particulas viricas se liberen, se produce el ensamblaje del

ARN viral junto con las proteinas propias del virus para asi constituir el componente

estructural interno del virién.

9. Liberacion

Finalmente, la liberacién consiste en la expulsién del nuevo virion al exterior de la

célula hospedadora por gemacién; y por ende, estara envuelto con una porcién de

la membrana plasmética celular.
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Figura 13. Representacién esquematica 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. Fijacién, 2.
Fusién, 3. Transcripcién inversa, 4. Integracioén, 5. Transcripcién, 6. Traduccién, 7. Maduracién, 8.
Ensamblaje y 9. Liberacién de los nuevos viriones. (1) En un primer momento, los trimeros de
gp120/gp41 del virus son reconocidos por los CD4 de los linfocitos T, fijando el virus a la célula.
Ademas, en esta unién intervienen co-receptores de quimiocina (CCR5 o CXCR4). (2) Tras la fijacién
se produce la fusién de la envoltura del virus con la membrana del linfocito. (3) Seguidamente, se
produce la denudacién del virus, quedando libre el ARN viral en el citoplasma que serd transcrito a
ADN viral mediante la transcripcién inversa. (4) A continuacién, se transloca el ADN viral al interior
del nicleo para su integracién con el ADN celular. (5) Una vez integrado el ADN viral en el celular
se replicay se transcribe mediante los mecanismos propios de la célula. (6) El ADN viral transcrito a
ARNm se transloca al citoplasma para ser traducido en poliproteinas inmaduras (7) que seran
proteolizadas. (8) Finalmente, el ARN viral junto con sus proteinas se ensambla y (?) se libera por

gemacion para infectar nuevas células.
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I.B.2. Sindrome de la Inmunodeficiencia Adquirida

1.B.2.1. Etiologia y semiologia

La etiologia del SIDA es la infeccién provocada por el VIH. Una vez el virus invade
el cuerpo humano induce un cambio en las células inmunitarias, provocando una
alteracion en el Sl. En la infeccién por el VIH se pueden distinguir tres estadios y en

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

1. Infeccion aguda: fase temprana de la infeccion y se manifiesta en un intervalo
de tiempo de dos a cuatro semanas tras la invasion. En esta etapa el VIH es
sumamente contagioso debido a su intensa replicacion y a su propagacién por
todo el cuerpo. Durante este periodo el virus ataca y destruye aceleradamente
los linfocitos T CD4+, y el organismo produce anticuerpos contra el virus. Los
sintomas y signos que se pueden apreciar son similares a los del virus de la
influenza: fiebre, escalofrios, sudoracion, dolor de cabeza, erupcion cuténea,

inflamacion de los nodos linfaticos, dolores musculares, diarrea, etc.

2. Infeccion crénica: etapa donde se produce un equilibrio entre los
mecanismos inmunoldgicos de neutralizacién contra el virus y la regeneracién
de los linfocitos T CD4+. Esto permite que la cantidad de virus circulante, la
carga viral plasmatica (CVP) y el recuento de los linfocitos T CD4+ estén en
armonia, por lo general, y por tanto la persona infectada sea asintomatica. Sin
embargo, con el paso del tiempo —10 o més afios, aunque en algunas personas
puede avanzar mas rapido— la concentraciéon 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 mas avanzada de la infeccion por el VIH y para emitir el diagndstico
de SIDA, o bien el recuento de linfocitos T CD4+ es menor a 200/mm?, o bien la
persona presenta afecciones caracteristicas del SIDA, como consecuencia de
que el Sl estd destruido y el organismo es vulnerable a las infecciones
oportunistas y al cancer. Algunos ejemplos de estas afecciones son
encefalopatia, retinitis por citomegalovirus, neumonia, criptosporidosis
intestinal crénica, cdncer cervicouterino invasor, etc. En Ultima instancia, el SIDA

puede desembocar en la muerte.

FASE AGUDA I SIDA

Contagio Sistema inmunitario
intensa replicacion y deprimido
propagacién
Neutralizacién del virus Diagnéstico
Destruccién de los Regeneracién de los linfocitos T CD4+ linfocitos T CD4+ <
\ linfocitos T CD4+y 200/mm?
\ produccién de
anticuerpos Equilibrio entre la carga viral y el recuento de
linfocitos T CD4+ Comorbilidades

Sintomas y signos encefalopatia, retinitis por

Asintomadtica, hasta que con el paso del citomegalovirus, neumonia,

sﬁedﬂ;rrea'c?zﬁa‘;%flg?z'e tiempo la conce;:;aclonvgel)v&r:sv aumenta criptosporidosis intestinal
cabeza, erupcién CD4+ disminuye cer\‘/:i::%r::f;is:ri‘r?:;sor
@ cutanea, inflamacién
de los nodos

linfaticos, dolores

musculares, diarrea Muerte

1 + 74 + M
L 7/ T 1

2 -4 semanas 10 0 > afios FIN

Figura 14. Cuadro de los estadios de la infeccién por VIH. La primera fase comienza cuando el
VIH penetra en el hospedador y se desarrolla la infeccién aguda, ya que este se replica y propaga
intensamente. En esta fase se aprecia una sintomatologia similar a la gripe como consecuencia de la
destruccion de los linfocitos T. Tras esta fase, se produce la infeccién crénica, donde el organismo
neutraliza el virus y se logra un equilibrio entre la carga viral plasmatica (CVP) y el nimero de
linfocitos T. Esta fase se caracteriza por ser asintomatica y por presentar una duraciéon muy variable.
Finalmente, el Gltimo estadio es el SIDA, donde el sistema inmunitario esta destruido y se presentan

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

El VIH se originé como resultado de mdltiples transmisiones zoondticas 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 Republica Demécrata 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 evidencié el SIDA (98) y se
relacioné 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 infeccidon (96).

En 2020, la estimacidn de personas —nifios y adultos— con VIH fue de 37,7 millones
a nivel mundial y de 150.000 en Esparia, segin la ONUSIDA(101),(102). En cuanto
a los fallecimientos, como consecuencia de la infeccién, a nivel mundial se
estimaron 680.000 y en Espafia menos de 1.000. Estos datos cobran gran relevancia
al tratarse desde una perspectiva histdrica, y no de manera aislada o puntual,
viéndose, asi, la evolucién de la epidemia (Figura 15). Por un lado, la tendencia de
las personas que viven con VIH —tanto mundialmente como en Espafa— es
creciente; aunque este crecimiento lleva siendo moderado durante los Gltimos 20
afios (Figura 15. A-B). Por otro lado, desde el pico maximo de personas fallecidas a
causa del VIH, en 2005 y 1995, —en el mundo y en Espafia, respectivamente— la
tendencia cada vez es menor tanto mundialmente como en Espafia (Figura 15. C-

D).
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Figura 15. Evolucién del nimero de personas con VIH y fallecidas a consecuencia del VIH
durante las tres tltimas décadas. A. Personas que viven con VIH (mundo) B. Personas que viven
con VIH (Espafia) C. Personas que han muerto a causa del VIH (mundo) D. Personas que han muerto

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

La situacion del colectivo afectado por el VIH ha mejorado, en las ultimas décadas,
gracias a la prevencion y a los tratamientos. En referencia a la prevencién, que es
esencial, ha permitido que el nimero de infecciones nuevas decrezca a lo largo de
los afos 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 Espafia. 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 Espafia.
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Figura 16. Evolucion del nimero de personas con nueva infeccién y con acceso al tratamiento.
A. Personas de nueva infeccién (mundo) B. Personas de nueva infeccién (Espafa) C. Personas con
acceso al tratamiento (mundo). D. Personas con acceso al tratamiento (Espafia). 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 situacién actual
estd relacionada directamente con las medidas profilacticas 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 asi el numero de fallecidos.
Esto tiene la implicacién directa sobre el nimero de personas con VIH,
aumenténdolo. Mientras que las medidas de prevencién permiten reducir el
ndmero de nuevos contagios. Esto también posee implicacién directa sobre el

ndmero 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 paises
desarrollados y paises poco desarrollados. Por ejemplo, més de la mitad del
colectivo con VIH se concentra en Africa Oriental y Meridional. Todavia 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 evolucién del VIH. Por un lado, tanto los
confinamientos como las restricciones establecidas a raiz de la pandemia han
interrumpido las pruebas diagndsticas del VIH aproximadamente en un 40%. Por
otro lado, la poblacién con VIH tiene el doble de riesgo de morir por COVID-19

respecto a la poblacion 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
prevencion de esta. La prevencidn erige el objetivo mas ambicioso dado que en
dltima instancia puede llegar a lograrse la erradicaciéon. De este modo, las
investigaciones respecto al SIDA no sélo tratan de desarrollar nuevos tratamientos
para combatir el VIH, sino que también persiguen la busqueda de una vacuna frente
a esta patologia. 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 comprobacién de lecturay, por tanto,
la ratio de mutaciones y recombinaciones es elevado. Asi, la prevencion primaria es
imprescindible como medida para combatir eficazmente la enfermedad. Ademés,
el porcentaje de personas diagnosticadas cada vez es mayor, ya que las técnicas

empleadas son mas sensibles y accesibles a la poblacién.
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I.B.3. Terapia antirretroviral

La terapia antirretroviral (TAR) es la que se emplea para el tratamiento de la
infeccion del VIH y del SIDA y cuenta con un amplio abanico de farmacos
desarrollados y comercializados que han transformado esta enfermedad terminal

en una enfermedad crénica.

El primer farmaco 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 analogo de nucledsido. En 1995, se aprobé saquinavir (SQV)
que fue el primer inhibidor de proteasa. Un afio mas tarde, se aprobd nevirapina
(NVP), que fue el primer inhibidor de la transcriptasa inversa no-andlogo de
nucledsido. Sin embargo, fue en 1997 cuando se produjo un gran cambio en la TAR
con la aprobacion de combivir. Este farmaco estd compuesto por la combinacién
de dos antirretrovirales —ZDV y lamivudina (3TC)- y con él se instauré la terapia
antirretroviral combinada (TARc) que consiste en la administracién simultanea de
dos o tres farmacos antirretrovirales, permitiendo reducir la CVP y recuperar el
nimero de células CD4+. La TARc permanece vigente hoy en dia gracias a su

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

1.B.3.1. Farmacos

Se clasifican en funcién de la fase del ciclo biolégico sobre la que actdan.
Actualmente, se distinguen cinco grupos (105): inhibidores de entrada, inhibidores
de la transcriptasa inversa andlogos de nucledsidos/-tidos, inhibidores de la
transcriptasa inversa no-andlogos de nucledsidos, inhibidores de integrasa e

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

Los inhibidores de entrada (IE) son farmacos antirretrovirales que impiden el acceso
del virus a la célula hospedadora. Esta clase de antirretrovirales estd formada por
farmacos muy diversos quimicamente, que se subclasifican en otros grupos -
dependiendo del mecanismo que empleen-: inhibidores de fusién, antagonistas

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

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

e 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 asi la penetracién del
virus en la célula.

e  Enfuvirtida (ENF o T-20), comercializado como Fuzeon®, es un inhibidor
de fusion que impide la fusién de las membranas, dado que bloquea la
gp41 presente en la envoltura del virion (107).*

e Ibalizumab (TMB-301 o IBA), comercializado como Trogarzo®, es un
inhibidor de post-fijacion 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).

Ademés 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 fijacién que se une a la gp120 del virus,

imposibilitando la entrada del virus a la célula hospedadora.

# En las gufas clinicas de EE. UU. no se recomienda desde 2020.
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MRV FTR

ENF

IBA

Figura 17. Representaciéon estructural de los inhibidores de entrada.” Maraviroc (MRV),

fostemsavir (FTR), enfuvirtida (ENF) e Ibalizumab (IBA).
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[.B.3.1.2. Inhibidores de la transcriptasa inversa anadlogos de nucledsidos/-tidos

Los inhibidores de la transcriptasa inversa anadlogos de nucleésidos/-tidos (ITIAN)

son farmacos andlogos, o bien de las bases puricas, o bien de las pirimidinicas (

Figura 18) —propias del material genético del ser humano—, que bloquean de
manera competitiva a la transcriptasa inversa (Tl), evitando asi la transformacién del
ARN viral en ADN viral. Estos analogos difieren en pequefios cambios estructurales
—como por ejemplo el déficit del extremo 3'-OH del anillo de ribosa—, respecto a
los nucledsidos/-tidos fisiolégicos, que impiden la elongacion de la cadena de ADN
dado que no se puede formar el enlace 3'-5' fosfodiéster entre la cadena y el

nucledsido entrante.

En la actualidad, en Espafia, se comercializan seis compuestos activos de tipo
inhibidor de la transcriptasa inversa anadlogo de nucledsido y uno de nucleétido.

Los ITIAN comercializados como un Unico principio activo son (

Figura 18):

e ZDV, comercializado como Retrovir®

e 3TC, comercializado como Epivir®

e  Emtricitabina (FTC), comercializado como Emtriva®
e Abacavir (ABC), comercializado como Ziagen®

e  Estavudina (d4T), comercializado como Zerit®®

E .. . .. . T .
” Para la representacion de Ibalizumab se ha utilizado una representacién tridimensional al tratarse
de un anticuerpo monoclonal humanizado, resultado esta visualizacién més conveniente.

® No se recomienda desde 2020, solo en casos donde se produzca el fracaso del tratamiento.
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e Didanosina (ddl), comercializado como Videx EC®’
e Tenofovir (TFV)?, comercializado con dos formulaciones diferentes:
tenofovir disoproxilo fumarato (TDF, comercializado como Viread®) y

tenofovir alafenamida (TAF).

Y en co-formulaciones son:

e TDF + 3TC, comercializado como Cimduo® y Temixys®
o ZDV + 3TC, comercializado como Combivir®

e TAF + FTC, comercializado como Descovy®

e ABC + 3TC, comercializado como Epzicom®

e TDF + FTC, comercializado como Truvada®

Es importante destacar que todo este grupo de fadrmacos necesita una triple
fosforilacion intracelular para ser activos, a excepcidn del TFV que sélo necesita una

doble fosforilacion (109).

’ No se recomienda desde 2020, solo en casos donde se produzca el fracaso del tratamiento.
8 TFV es el inhibidor de la transcriptasa inversa analogo de nucleétido.

? TAF se comercializa en un tipo de formulacién 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 quimica de los nucleésidos y de los inhibidores de la transcriptasa inversa

analogos de nucleésidos/nucleétidos. Zidovudina (AZT), estavudina (d4T), lamivudina (3TC),

emtricitabina (FTC), abacavir (ABC), didanosina (ddl) y tenofovir (TFV).
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1.B.3.1.3. Inhibidores de la transcriptasa inversa no anédlogos de nucledsidos

Los inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de nucledsidos (ITINN) al
igual que los ITIAN bloquean la Tl, pero en esta ocasién de forma no competitiva
interaccionando directamente con el centro catalitico de la enzima o con un bolsillo
hidrofébico préximo al mismo. Ello desencadena un cambio conformacional en la
transcriptasa inversa, interrumpiendo su actividad ADN polimerasa e inhibiendo la

replicacién viral (106).

Los ITINN constituyen un grupo de farmacos 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 fAirmacos metabolizados por esta via.

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

o NVP, comercializado como Viramune®

e  Efavirenz (EFV), comercializado como Sustiva®

e Rilpivirina (RPV), comercializado como Edurant®
e  Etravirina (ETR), comercializado como Intelence®

e Doravirina (DOR), comercializado como Pifeltro®
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Figura 19. Estructura quimica de los inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de

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

Los inhibidores de la integrasa (INI) bloquean la IN viral previniendo la integracién
del ADN viral en el genoma celular de la célula hospedadora. El grupo esta

constituido por cuatro fArmacos comercializados en Espafia'® (Figura 20):

e Raltegravir (RAL), comercializado como Isentress®
e Dolutegravir (DTG), comercializado como Tivicay®
e Elvitegravir (EVG), comercializado como Vitekta®

e  Bictegravir (BIC), comercializado como Biktarvy®'"
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Figura 20. Estructura quimica de los inhibidores de la integrasa. Raltegravir (RAL), dolutegravir

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

10 A finales de 2020, la EMA aprobé Cabotegravir comercializado como Vocabria®.

1 Biktarvy® es una coformulacién de BIC + TAF + FTC.
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1.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 proteinas viricas necesarias para el ensamblaje del virion,
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 quimicamente.

Los IP son inductores e inhibidores del citocromo P450; por tanto, pueden generar
interacciones farmacoldgicas. Ademaés, en la mayoria de los casos se administran
en combinacién con un potenciador farmacoldgico, con el objetivo de administrar
una dosis menor del fdrmaco, 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).
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Figura 21. Estructura quimica de los potenciadores. Cobicistat (COBI) y ritonavir (RTV).

51



Introduccién

Actualmente, en Espafia, hay seis IP comercializados (Figura 22):

e SQV, comercializado como Invirase®

e Atazanavir (ATV), comercializado como Reyataz®

e  Darunavir (DRV), comercializado como Prezista®

e Lopinavir (LPV), comercializado potenciado como Kaletra® (LPV/r)
e Fosamprenavir (FPV), comercializado como Lexiva®

e Tripanavir (TPV), comercializado como Aptivus®

También, se comercializan lo siguientes IP/p:

o  ATV/c, comercializado como Evotaz®

e  LPV/r, comercializado como Kaletra®

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

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

La valoracién individualizada del y de la paciente es fundamental para determinar
tanto el inicio de la TARc como los fadrmacos que constituirdn su pauta posoldgica,
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 nimero linfocitos T
CD4+ y lo antes posible tras el diagndstico para, asi, garantizar la reduccién de la
morbilidad y de la mortalidad asociadas a la infeccién por el VIH, la recuperacién y
la preservaciéon de la funcién inmunoldgica, evitando asi el efecto nocivo de la
multiplicacion del virus sobre posibles comorbilidades coexistentes, y la
disminucién de la transmisién 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 estdn constituidas por la combinacién de tres farmacos

principalmente, excepto una por dos farmacos (111).

Por un lado, las pautas preferentes se aplican a la mayoria de los y las pacientes
debido a que clinicamente se ha demostrado la eficacia de estas y, a que presentan
ventajas adicionales de tolerancia, menor toxicidad o un bajo riesgo de
interacciones farmacoldgicas. 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 indicaciéon o desventajas potenciales. No
obstante, ambos tipos logran una CVP inferior a 50 copias/mL en mas del 85% de

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

ITIAN ITIAN INI Nombre comercial Posologia

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 Triumeqg® QD: 300/600/50 mg
3TC DTG Dovato® QD: 300/50 mg
ITIAN ITIAN INI Nombre comercial Posologia
FTC TAF EVG/c Genvoya® QD: 200/10/150/150 mg
ITIAN ITIAN IP/p Nombre comercial Posologia
DRV/c o
FTC TAF Symtuza® QD: 200/10/800/150 mg
DRV/r

ITIAN ITIAN ITINN Nombre comercial Posologia

FTC TAF DOR Descovy® + Pifeltro® QD: 200/25 mg + QD: 100 mg
FTC TAF RPV Odefsey® QD: 200/25/25 mg

* 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 estan 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 fdirmaco.

12 QD: una dosis diaria, BID: dos dosis diarias.
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Pese a que las pautas recomendadas son directrices generales es esencial resaltar
que algunos de los farmacos de las pautas presentan particularidades muy
especificas como por ejemplo ABC que esta contraindicado en pacientes con HLA-
B*57:01*'° o DTG que no se recomienda ni para mujeres en edad fértil ni
embarazadas. En la misma linea, las pautas descritas previamente no son vélidas 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 efectla
un cambio de régimen a otro. Estos nuevos regimenes pueden ser pautas de tres
farmacos o menos. En el caso de la terapia dual o monoterapia se ha de tener en
cuenta que la eficacia es menor y que répidamente aparecen resistencias; es por lo

que suelen estar contraindicadas en un primer momento.

1.B.3.3. Abacavir

[.B.3.3.1. Generalidades

ABC guimicamente es un ITIAN analogo de la base purica guanina, y por ende su
diana farmacolégica es la Tl virica. Se trata de un profdrmaco que debe
metabolizarse intracelularmente a Carbovir 5'-trifosfato (CBV-TP), metabolito activo

(Figura 23).

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

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

13 Véase el apartado /.B.3.3.4.Farmacogenética.
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Figura 23. Estructura quimica de ABC, CBV-TP y dGTP. Abavavir (ABC) se transforma a su forma
activa llamada carbovir trifosfato (CBV-TP). EI CBV-TP es practicamente igual al trifosfato de
desoxiguanosina (dGTP), nucleétido enddgeno. La ausencia del grupo 3-OH en el anillo de

desoxirribosa de CBV-TP impide la adicién de nuevos nucledtidos.

[.B.3.3.2. Farmacocinética

La farmacocinética es la rama de la farmacologia que estudia el curso temporal de
la concentracién de los farmacos en el organismo con el fin de conocer las
concentraciones del farmaco en el lugar de accién y, por lo tanto, su efectividad.
Depende de cinco procesos que sufre el farmaco como consecuencia de su paso
por el organismo: liberacién, absorcién, distribucion, metabolismo y excrecién. El

conjunto de estos procesos es conocido por el acrénimo LADME.

Cada uno de estos procesos se ve influenciado por las propiedades fisico-quimicas
del farmaco. ABC, cuyo peso molecular 286,33 g/mol, es un compuesto lipofilico
(77 mg/mL en sal de sulfato) que ademas, también, muestra una alta solubilidad en
agua (77 mg/L en agua a 25°C) (112) y puede atravesar la membrana plasmatica

por difusion 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 hematoencefalica (115). Otros pardmetros propios del
perfil farmacocinético son la concentracién plasmatica maxima (C.x), el tiempo
necesario para alcanzar la Cha (Tmax) vy €l érea bajo la curva (AUC). Para la
administracién de una dosis Unica diaria de 600 mg se ha determinado una C,,., de
4,10-5,45 mg/mLy un T, de 0,63-1 horas (116,117); mientras que para una pauta
de tres dosis orales diarias de 400 mg, se ha determinado una C,,s, 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 distribucién estd entorno a 0,86 L/kg tras una
administracion intravenosa. Este valor sugiere que se distribuye en los espacios
extravasculares. Asimismo, el 50% de ABC se une a proteinas plasmaticas de

manera independiente de la concentracion.

Tras ser absorbido, se metaboliza principalmente (>98%) en el higado por accién
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 (361Q%4), también inactivo (Figura 24). Posteriormente, estos
metabolitos —mayoritarios— junto con los minoritarios son excretados mediante la
orina y heces (119). En relacion a la excrecion del ABC su vida media como
profarmaco estd entorno a 0,8-1,5 horas (118), mientras que como metabolito

activo de 12-26 horas.
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Figura 24. Representacion 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
citosdlica) 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 farmacolégicamente activa

a través de una serie de procesos anabdlicos (Figura 25) (113).
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Figura 25. Representacién 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 accién de la enzima adenosina fosfotransferasa
(ADK). Después es sometido a un proceso de desanimacién por una desaminasa de citidina (CDA),
dando lugar a (-)-carbovir 5'-monofosfato (CBV-MP). Seguidamente la enzima guanilato quinasa
(GUK1) afade 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 accién de cinco
enzimas tipo quinasa (creatin quinasa (CK), piruvato quinasa (PK), nucleésido difosfato quinasa
(NME), fosfoglicerato quinasa (PGK1) y fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PCK1)) (120). Ruta
secundaria (o minoritaria): el ABC se transforma primero en carbovir (CBV) por accién 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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[.B.3.3.3. Farmacodindmica

La farmacodinamia evalta los mecanismos de accién de los farmacos y los efectos
bioquimicos vy fisiolégicos que estos producen en el organismo. Desde esta
perspectiva CBV-TP, que es el metabolito activo de ABC, inhibe la correcta
transcripcion inversa del virus. CBV-TP actia como un andlogo de guanosina y por
tanto, compite con los nucledtidos enddégenos durante la elongacion la cadena de
nucledtidos que configuraran la cadena de ADN producida por la accién de la
enzima Tl a partir del ARN viral (122). Después de la insercion del CBV-TP, se
paraliza la sintesis del ADN viral ya que la falta de un grupo hidroxilo en la posicién
3 (3'-OH) del anillo del azicar desoxirribosa previene la adicién de otros

nucleétidos (120).

VIH
o p =2
ol % 4 /f&' Y y
: \ " e S
L A Q 5 LN " 2 U
coal A 1> : ’ i 3? e Linfocito T
CCR5 0 CXCR4 -
A g k\ Citoplasma
CBV-TP Estr'u.ctura |
NNN Ndcleo ve “‘
ARN viral o o0
° 4 RN\ S y ke
P
ADN viral =/ 1_ <7 m/-\, Foor
e » XK - 4

Figura 26. Representacion farmacodinamica de ABC Y CBV-TP. El ABC es absorbido por el linfocito T que
rapidamente lo transforma en CBV-TP. Este que es analogo a la dGTP (trifosfato de desoxiguanosina) inhibe la Tl,
blogueando la conversién del ARN viral a ADN viral durante el ciclo biolégico del VIH. como consecuencia el resto

del ciclo se ve paralizado (lineas discontinuas).
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[.B.3.3.4.Farmacogenética

La farmacogenética es la rama de la farmacologia que se encarga de estudiar como
la variabilidad genética de un individuo afecta en la respuesta que produce el
farmaco. En el caso de ABC se ha observado que los y las pacientes con la variante
alélica *57:01 del gen HLA-B (antigeno 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, sintomas
gastrointestinales, disnea, mialgias, dolor osteomuscular, cefalea, etc. (123). El gen
HLA-B codifica a su proteina epdnima, la cual forma parte del complejo mayor de

histocompatibilidad de clase | (CMH-1)"* (124).

Pese a que el mecanismo no estd esclarecido, las evidencias mas recientes
(125,126) apoyan que ABC puede unirse de manera no covalente y con
especificidad al bolsillo F del surco de unién del CMH-1 en los individuos que
presentan dicha variacién alélica. Esto provoca un cambio conformacional y como
consecuencia los péptidos son detectados como exdgenos y estimulan una

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

Ademés, estudios recientes también relacionan el gen HSP70-HOM perteneciente
a la familia de genes de las proteinas de choque térmico de 70 kDa (HSP70) como
factor riesgo de la HSR. En esta ocasion, los individuos con la variacién alélica
HSP70-HOM 493T codifican a una proteina que de algin modo facilita la
presentacién de ABC a los linfocitos T CD8+(127).

4 El CMH-1 participa en la presentacién de péptidos endégenos a las células inmunitarias y se

expresa en la superficie de todas las células nucleadas.
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1.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 funcién de la
composicion del farmaco (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 répida 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 crénico 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 cutdneas y ungueales, trastornos
gastrointestinales, e incluso problemas neuropsiquitricos (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 metabdlicas, anomalias en la
distribucién de la grasa corporal y lipodistrofia, dafio mitocondrial, nefrotoxicidad
e insuficiencia renal, osteopenia, osteoporosis y necrosis ésea aséptica (128). Estos
son més dificiles 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 crénicas.

Independientemente del lapso de tiempo en que aparecen los efectos adversos,
estos pueden ser comunes de un grupo farmacoldgico o particulares de un farmaco
(Tabla 4). La asociacién farmaco-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 farmacoldgicas de la TARc, los ITINN, los INI y los [P
son los grupos farmacolégicos que mayores interacciones implican debido a su
metabolizacién. Esta se produce via citocromo (CYP), pudiendo actuar como
inductores o inhibidores de las rutas causando asi interacciones con otros farmacos.
Principalmente interaccionan con corticoides, antipsicéticos, antiagregantes

plaquetarios, antifingicos imidazdlicos, procinéticos y estatinas.
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Tabla 4. Efectos adversos descritos de la TARc.

IE ITIAN ITINN INI IP/p

ENF MVC IBA FTR [zZDV ABC FTC 3TC TAF TDF |DOR EFV ETR NVP RPV [ BIC CAB DTG EVG RAL | ATV DRV/c LPV/r
Acidosis lactica +
Aumento de peso + + + + + + +
Colelitiasis +
Dafos gastrointestinales + + + + + +
Diabetes mellitus y resistencia a la insulina +
Dislipidemia + + + + + + + +
Disminucién de densidad dsea + + + + + + + + + + + + + + +
Erupcidén e hiperpigmentacién + + + + + + + + + + + + + + + + +
Hepatoxicidad + + + + + ¥ ¥ + + +
Lipodistrofia + + + + +
Miopatia y aumento creatina fosfoquinasa + + +
Nefrotoxicidad + + + + + + + + + + +
Reaccién de hipersensibilidad + + + + + + + +
Reaccién en el lugar de inyeccién + + +
Riesgo cardiovascular + + + + + + +
Sindrome de Stevens-Johnson + + + + + +
Supresién de la médula ésea +
Toxicidad en SNC + + + + + + + + + + + + + + + + +

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).
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En resumen, existe un amplio abanico de efectos adversos y de interacciones
farmacoldgicas asociados a la TARc. Como consecuencia, las metas actuales de la
farmacologia anti-VIH son principalmente dos: la primera es buscar las
combinaciones de farmacos maés eficaces contra la infeccién de VIH y la segunda
investigar los mecanismos toxicoldgicos de esta terapia con el fin de minimizar las

comorbilidades asociadas a su administracidén.

1.B.4. Comorbilidades cardiovasculares

1.B.4.1. Comorbilidad cardiovascular en pacientes con VIH

Pese a la disminuciéon 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 podrian ser responsables del
desarrollo de la comorbilidad, al igual que cualquier otro factor asociado como los
héabitos de alimentacion y de ejercicio fisico. Incluso el aumento en la esperanza de

vida de estos pacientes.

En lo referente al VIH, este produce la destruccién del tejido epitelial —
especialmente la del intestino—. Esta destruccidén provoca un desequilibrio de la
composicion del microbiota intestinal (disbiosis) y la movilizacion de los
lipopolisacéaridos (LPS) presente en la pared celular de las bacterias Gram negativas
a la circulacién. Los LPS se unen al CD14 presente tanto en monocitos como
macréfagos. El complejo LPS/CD14 activa los receptores tipo Toll 4 (TLR4, por sus
siglas en inglés), induciendo la sintesis de citoquinas proinflamatorias que
favorecen un estado inflamatorio crénico. La inflamacién sostenida afecta también

al tejido linfoide a través del TFG-B que estimula la produccién de coldgeno que
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remplazara la red de fibroblastos, modificando asi la funcién y estructura del tejido
linfoide. Asimismo, el complejo, LPS/CD14, activa la cascada de coagulacién
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 sindrome metabdlico (MetS) y las ECV (130).

Profundizando en las comorbilidades de ECV, los y las pacientes con VIH presentan
un mayor riesgo a padecer M, infarto cerebrovascular isquémico, enfermedad

prematura de arterias coronarias etc. (131)

En cuanto a la TARc, dado que los tratamientos involucran dos o tres farmacos es
dificil definir cual o cuales estan 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 fdrmacos pudieran estar causando el desarrollo de

ECV.

1.B.4.2. Toxicidad cardiovascular y abacavir

Con el fin de reducir el riesgo CV en los pacientes con VIH es necesario prestar
atencién al estilo de vida y al perfil lipidico. En lo que respecta al perfil lipidico, 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

redistribucién de la grasa corporal.
Inicialmente, la toxicidad cardiovascular se asocié con los IP, ya que producen

lipodistrofia e hiperlipidemia (132). Posteriormente, se relacioné la dislipidemia con

algunos ITIAN como d4T, ZDVy 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") sefialé —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 asociaciéon como riesgo de ECV
aparecié en 2005 en un informe del Programa de Vigilancia Farmacéutica
Internacional emitido por la OMS (137). En 2008, el estudio D:A:D reafirmé las
bases para la vinculacion entre la terapia con ABC y el mayor riesgo de sufrir Ml
(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
relacién alguna entre el uso de ABCYy la aparicion del MI(140-142). Por tanto, sobre
el uso de ABC ha existido una gran controversia en relaciéon con el riesgo de ECV,
encontrando numerosos estudios que apoyan esta asociacién y otros que la refutan
(143). Esta controversia prevalece debido a que el mecanismo de accién por el cual
ABC pudiera estar favoreciendo la aparicion 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 répido de inflamacién vascular
inducido, ya que tras la interrupcién del tratamiento el resigo de desarrollar Ml
disminuye (138). Otro relaciona ABC con una regulacion negativa de la enzima
eNOS, estimulando la produccién de ROS en las CE; ambos escenarios pueden dar
lugar a la DE y a la acumulacion leucocitaria (144). Por Ultimo, 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 investigacién ha estudiado, tanto in vitro como in vivo, el efecto

de ABC y otros ITIAN sobre la interaccion leucocito-endotelio, uno de los primeros
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procesos desencadenados durante la inflamacién. Se ha demostrado que ABC y
ddl —ambos ITIAN andlogos de purinas—, pero no los ITIAN anélogos de pirimidina
y los andlogos de nucledtido analizados —FTC, 3TC, ZDV y TDF-, inducen
interacciones leucocito-endotelio, tanto in vitro —utilizando leucocitos
polimorfonucleares (PMN) y células endoteliales de venas de cordén umbilical
(HUVEC) (146)— como in vivo —en venas y arterias de mesenterios de ratas (147)—

(Figura 27)(148).

También, se determiné que el efecto producido por ABC sobre la interaccion
leucocito-endotelio se debe a la interaccidon de las moléculas de adhesién, 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 demostrd in
vitro que el efecto de ABC sobre la acumulacion vascular de leucocitos esta
mediado por el receptor P2X;, ya que el efecto de ABC fue abolido en presencia
de antagonistas especificos 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. Interaccién leucocito-endotelio inducida por ABC y otros ITIAN tanto in vitro (A, Cy

D) como in vivo (B,D y F). La figura muestra la velocidad de rodamiento (A-B), el rodamiento (C-D)

y la adhesion (E-F) inducida por los antirretrovirales. Adaptado de la Tesis doctoral titula “Efectos

proinflamatorios de los farmacos antirretrovirales inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de

nucledsido in vitro e in vivo" defendida por Carmen de Pablo Bernal en 2013.
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Figura 28. Analisis de la implicacién de los receptores P2X-Y en los efectos de ABC sobre la
interaccién PMN-endotelio in vitro. La figura muestra la velocidad (A), el rodamiento (B) y la
adhesién (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 sefalizacién purinérgica:
suramina (Antagonista inespecifico de los receptores P2X-Y), apirasa (hidrolasa de ATP), MRS2159
(Antagonista especifico del receptor P2X1), A-317491 (Antagonista especifico de los receptores
P2X2/3), NF023 (Antagonista especifico del receptor P2X1-4), y oxATP y BBG (Antagonistas
especificos del receptor P2X7). Adaptado de la Tesis doctoral titula “Efectos proinflamatorios de los
farmacos antirretrovirales inhibidores de la transcriptasa inversa andlogos de nucledsido 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 funcion plaquetaria analizando su efecto
sobre la reactividad plaquetaria (activacion y agregacién) y sobre la adhesién
plaquetaria a otras células vasculares —concretamente a las endoteliales y a los

leucocitos—, procesos fundamentales durante la trombogénesis (Figura 29) (149).
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Figura 29. Esquema representativo de las posibles acciones de ABC a nivel vascular. En |a 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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Objetivos

objetivo principal de esta Tesis Doctoral fue caracterizar los efectos

protrombdticos de ABC y de otros farmacos antirretrovirales, y caracterizar los

mecanismos que los producen. Es decir, estudiar la accidn de estos farmacos sobre

diversos parametros trombéticos tanto in vitro e in vivo.

En particular, se abordaron los siguientes objetivos especificos:

Evaluar los efectos inducidos por ABC y por otros farmacos
antirretrovirales sobre las distintas fases implicadas en la trombogénesis in
vitro [interaccion plaqueta-endotelio, interaccién plaqueta-leucocito,
interaccion plaqueta-plaqueta y activacidén plaquetaria (P-selectina y

GPllb/llla)].

Estudiar los posibles mecanismos por los que ABC induce los fenémenos
protrombaticos in vitro —concretamente la interaccién plaqueta-endotelio
y la interaccion plaqueta-leucocito— analizando el tipo celular implicado,
las moléculas de adhesion responsables y los receptores purinérgicos

involucrados en dichas respuestas.

Examinar el efecto protrombdtico de ABC y de otros farmacos

antirretrovirales en un modelo murino de trombosis.
Explorar los posibles mecanismos por los que ABC favorece la generacion
del trombo in vivo, analizando el papel del leucocito y de los receptores

purinérgicos en esta respuesta.

Analizar el efecto de ABC en un modelo de ateroesclerosis in vivo.
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Material y Métodos

[.A. MATERIAL

lII.A.1. Muestras biolégicas
Una muestra bioldgica es cualquier material biolégico de origen humano que
alberga informacién genética y es susceptible de conservacion. 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 Clinico Universitario de Valencia) se destinaron para la obtencién de
células endoteliales de venas umbilicales humanas (HUVEC, por sus siglas en

inglés).

Las muestras sanguineas utilizadas provenian de donantes sanos (Centro de
Transfusiones de la Comunitat Valenciana) y se recogieron en tubos de citrato
sédico como anticoagulante. Los donantes sanos debian ser mayores de edad y no

haber tomado medicacién durante las dos semanas previas.

lll.A.2. Animales
El modelo in vivo manejado fue el murino. Se utilizaron las siguientes cepas de
ratones —viables, fértiles y sin ninguna anormalidad fisica (150)— con el mismo fondo

genético:

e C57BL/6NCrc
o B6.129P2-P2rx7t™m1Gab/) o P2X(7)R KO
o B6.129P2-Apoe™'U¢/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 compania Charles River (Francia) (151). Esta cepa puede abreviarse
como B6 y es la mas utilizada (152). Las otras dos cepas son deficientes
genéticamente, cominmente conocidas como cepas knockout (KO), y se
adquirieron en la Institucién de Investigacion Biomédica “The Jackson Laboratory”
(Estados Unidos de América) (153). Estas fueron la cepa B6.129P2-P2rx7tm1Gab/]
(154) —también conocida como P2X(7)R KO~y la B6.129P2-Apoet™m’Un¢/J (155) —o
ApoE KO'-. Ambas cepas son lineas homocigotas congénicas, en las cuales se ha
eliminado el gen del receptor purinérgico P2X; y el gen que codifica la

Apolipoproteina 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 Investigacion de Medicina (UCIM), de la Universitat de Valéncia (UV), bajo
condiciones controladas —de ventilacién, luz y temperatura—y dispusieron de agua

y comida ad libitum.

' 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 5e emplea en diversas areas de investigacién como inmunologia, inflamacién, autoinmunidad,
factores de crecimiento, receptores, citoquinas, etc.

17 Se utiliza en diferentes campos como la investigacion sobre la diabetes, la obesidad, el

metabolismo, las ECV, la aterosclerosis y el envejecimiento.

82



Material y Métodos

I1I.A.3. FArmacos

I1I.A.3.1. Antirretrovirales
Todos los ARV empleados en los estudios agudos se adquirieron en Sequoia

Research Products Ltd (Reino Unido) y fueron:

e ITIAN: ABC, TDF, ddI, 3TCy FTC
e ITINN: NVP, RPVy EFV

e CCR5: MRV

e |P:LPV, ATVy DRV

e INI: EVGyRAL

Estos se disolvieron en sus respectivos vehiculos: agua acida (NVP), dimetilsulféxido
(DMSO) (ATV, EVG, DRV, RAL y RPV), metanol (EFV, LPV y MVC) y salino (3TC, ABC,
ddl, FTC y TDF).

Para el ensayo crénico in vivo se utilizé el preparado de ABC comercializado
(Ziagen® 300 mg) que se obtuvo a través del servicio de farmacia del Hospital
Clinico Universitario de Valencia.

I1I.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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11I.A.3.3. Antagonistas

Se utilizaron los siguientes antagonistas del sistema purinérgico suministrados por
Sigma-Aldrich, Inc.: apirasa (enzima hidrolitica de nucledsidos di-y trifosfatos),
suramina (antagonista no especifico de los receptores purinérgicos), NF023
(antagonista del receptor P2X;) (158), A317491 (antagonista del receptor P2X3 y
P2X5/3)(159)y A804598 (antagonista competitivo selectivo de P2X;) (160). También,
se empled NF449 (antagonista competitivo reversible del receptor P2X), MRS2500
(antagonista selectivo del receptor P2Y;) (161) y clopidogrel (antagonista selectivo

del receptor P2Y;) (162) que se obtuvieron en Tocris.

lIl.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 fluoresceina (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
Abcam

anti-CD162

anti-CD62P
anti-GPllb/llla
Merck Millpore
anti-ICAM-1

anti-JAMC
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Tabla 6. Anticuerpos de marcaje utilizados

Casa comercial ANTICUERPO (Ab)

Abcam CD41 purificado

Beckman Coulter CD41 - PE

anti-CD11b - PE
anti-CD18 -FITC
BD Biosciences

anti-CDé62P - FITC

anti-PAC-1 - FITC

Life Technologies Alexa Flour® 488

I1I.A.5. Reactivos

Los reactivos usados se muestran en la Tabla 7 agrupados por la casa comercial.
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Tabla 7. Reactivos utilizados.

Material y Métodos

Casa comercial REACTIVO

AirLiquide

Gases

BD Biosiences

Solucién de lisis citometria

BD Vacutainer

Tubos con citrato sédico

Braun

Suero fisiolégico (NaCl 0,9%)

Chrono-Log Corp.

Adenosin difosfato (ADP)

GE Healthcare

Gibco

Ficoll-Paque TM Plus
Colagenasa
"Phosphate Buffered Saline" (PBS)

Tripsina

J.T. Baker

Etanol

Lonza

Dulbecco’s PBS con Ca?" y Mg?* (DPBS+)
Dulbecco’s PBS sin Ca®" y Mg?" (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)

Nunc

Cubreobjetos de cristal (25 mm @ )

Cubreobjetos de plastico (25mm @)

Panreac

Paraformaldehido

Sigma-Aldrich, Inc

ADP
Agua para cultivos
Albumina Sérica Humana 25% (HSA)
Ciclofosfamida (CPM)
Cloruro férrico (FeCl3)
Dextrano
Dimelsulféxido (DMSQ)
Fibronectina
Formalina 10%
RPMI 1640 suplementado con 20 mM HEPES

Xilacina

86



Material y Métodos

1ILLA.6. Equipos

El equipamiento empleado se indica, a continuacion, en la metodologia, situdndolo

en la técnica correspondiente.

I1l.B. METODOS: TECNICAS IN VITRO

1I.B.1. Obtencién de células

111.B.1.1. Extraccion y cultivo de células endoteliales

Las CE empleadas fueron las HUVECs y se obtuvieron mediante disgregacién
enzimatica con colagenasa de los cordones umbilicales humanos frescos vy
completos (148,163). Los cordones presentan una morfologia helicoidal y tubular
(Figura 30). Ademas, a nivel vascular estan constituidos por dos arterias y una Unica

vena (164).

Figura 30. Cordén umbilical humano. Seccién del cordén 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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Extraccion de HUVEC

La extraccién comenzd con un lavado de la vena del cordén con PBS a 37°C para
eliminar los restos de sangre. Tras el lavado se introdujo la colagenasa (1 mg/mL,
enzima con accién disgregante) en la vena, dejandola actuar durante 17 min en el
incubador (37°C) (148,163,165). Transcurrido ese periodo de tiempo, el cordén se
masajed suavemente para garantizar la separacion de las CE de la pared del vaso y
se neutralizé la actividad de la colagenasa mediante EBM-2 —medio de cultivo
especifico—. El contenido se recogid y se centrifugd a 259 xg durante 5 min. El
precipitado obtenido se resuspendié 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), acido ascérbico (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 pg/ml) y
fungizona (2,5 pg/ml).

Cultivo de células endoteliales

El contenido anterior se depositdé en un frasco de cultivo celular T-25 que se
almacend en el incubador, donde las células se adhirieron y crecieron hasta
alcanzar el 100% de confluencia. Una vez se alcanzé la misma, los cultivos primarios
se despegaron con tripsina (166). En primer lugar, se aspird el medio y se afiadieron
5 mL de PBS para lavar. En segundo lugar, se afiadieron 2 mL de tripsina y se aspird
rapidamente. En tercer lugar, se volvieron a afiadir 2 mL de tripsina y se dejé actuar
durante 2 min en el incubador. Tras los 2 min, se neutralizé con 5 mL de EBM-2 y se
transfirié el contenido a un falcdn de 50 mL para ser centrifugado durante 5 min a
1200 rpm. Finalmente, se aspird todo el sobrenadante y se resuspendié el

precipitado en el volumen adecuado de EBM-2 que depende del nimero de
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pocillos a sembrar (2 mL/pocillo). Este nuevo contenido se transfirié a las placas de
cultivo de seis pocillos con cubreobjetos de 25 mm @ revestidos de fibronectina

(5mg/mL) (167).

Las placas de cultivo se mantuvieron en el incubador a 37°C, en atmosfera himeda
de 95% aire / 5% CO,, 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 adhesion en camara paralela de flujo (véase

11.B.3. Adhesidén en camara paralela de flujo).

Figura 31. Imagen representativa de la monocapa de HUVECs.
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111.B.1.2. Aislamiento de leucocitos

La obtencion de los leucocitos se realizd a partir de las muestras sanguineas
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 comenzd con la adicion de 10 mL de dextrano al 3% (en suero
fisiologico) sobre, aproximadamente, un total de 20 mL de sangre periférica, para
eliminar los eritrocitos (169,170). Tras un periodo de 45 min a temperatura
ambiente (25°C), se recogio la parte superior (Figura 32. A) —ya que la mayoria de
los eritrocitos se deposita en la parte inferior— que se deposité cuidadosamente
sobre 15 mL de medio Ficoll-Paque Plus (Figura 32. B). Este medio origina un
gradiente de densidad que junto a una centrifugacién de 25 min a 259 xg permitié
aislar los PMN en el precipitado (Figura 32. C). Este precipitado se resuspendié en
3 mL de tampdn de lisis y tras 5 min a temperatura ambiente se centrifugd de nuevo
a 259 xg durante 5 min. Posteriormente, se lavaron con 5 mL de HBSS (sin Ca®* ni
Mg?*) y se centrifugd otra vez a 259 xg durante 5 min. Finalmente, se resuspendié
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 sédico (1% v/v) (146,165).
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Figura 32. Imagenes 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 centrifugacién a 259 xg, a partir del cual se obtienen los PMNs

del precipitado.

Este contenido celular se utilizé en los experimentos de citometria (véase //.B.4.

Citometria de flujo).

111.B.1.3. Extraccion de plasma rico en plaquetas y preparacion de plaquetas

lavadas

La obtencion tanto del plasma rico en plaquetas (PRP) como de plaquetas lavadas
se realizd a partir de la sangre entera, mediante un método de extraccién con

prostaciclina (171) para evitar la activacion mecénica de las plaquetas (172).
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Extraccién de PRP

Los tubos de citrato sédico con la sangre (Figura 33. A) se centrifugaron a 220 g —
con aceleracion y desaceleracién suave— durante 10 min y se obtuvo un

sobrenadante que constituyé el PRP per se (Figura 33. B).

Figura 33. Extraccién PRP. A. Sangre entera. B. Tubo A tras la centrifugaciéon donde se aprecia el

PRP en la parte superior (fase traslucida de color amarillo).

Preparacién de plaquetas lavadas

Para obtener las plaquetas lavadas, se centrifugé el PRP a 700 g durante 10 min.
Tras la centrifugacion, el plasma pobre en plaquetas (PPP) —que es el
sobrenadante— se elimind, y el precipitado de plaquetas se resuspendid
suavemente en tampoén salino hasta alcanzar una concentracién final de 1x107

plaquetas/mL (173).
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Estos contenidos celulares se utilizaron en los experimentos de adhesion en cdmara
paralela de flujo y en los de citometria de flujo (véase //l.B.3. Adhesion en camara

paralela de flujo y Ill.B.4. Citometria de flujo, respectivamente).

111.B.2. Protocolos experimentales del tratamiento in vitro

En los ensayos in vitro se efectuaron los mismos tratamientos farmacoldgicos en las
distintas muestras biolégicas empleadas (células endoteliales, plaquetas,
neutrdfilos, sangre entera y PRP) que posteriormente se analizaron con las distintas
técnicas que se describen posteriormente (véase //.B.3. Adhesion en camara

paralela de flujo, lll.B.4. Citometria de flujo y Ill.B.5. Agregometria).

Los tratamientos fueron los siguientes (Figura 34):
e ITIAN: ABC(2,5-5 ng/mL), TDF (10 pg/mL), ddI (10 pg/mL), 3TC (10 pg/mL)
y FTC (10 png/mL)
e ITINN: NVP (50 ng/mL), RPV (Tug/mL)y EFV (25 ng/mL)
e CCR5: MRV (5 ng/mL)
o |P: LPV (25 pg/mL), ATV (25 ng/mL)y DRV (25 png/mL)
e INEEVG (10 ng/mL) y RAL (5 pg/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 pg/mL), tenofovir
(TDF, 10 pg/mL), didanosina (ddl, 10 png/mL), lamivudina (3TC, 10 pug/mL), emtricitabina (FTC, 10
ug/mL), nevirapina (NVP, 50 ng/mL), rilpivirina (RPV, 1ug/mL), efavirenz (EFV, 25 ug/mL), maraviroc
(MRV, 5 pg/mL), lopinavir (LPV, 25 ng/mL), atazanavir (ATV, 25 pg/mL), darunavir (DRV, 25 ng/mL),

elvitegravir (EVG, 10 ug/mL)y raltegravir (RAL, 5 pg/mL). Todos los tratamientos se realizaron a 37°C.
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111.B.3. Adhesién en cadmara paralela de flujo

La cédmara paralela de flujo es una técnica que permite el estudio de las
interacciones entre distintas células sobre una superficie en condiciones dindmicas
y controladas (174) y trata de reproducir experimentalmente lo que sucede
fisioldgicamente en un vaso sanguineo. En esta Tesis Doctoral, se analizaron las
interacciones entre CE ~-HUVEC-y plaquetas. La ejecucion de esta técnica involucra
fundamentalmente el siguiente equipamiento: una cdmara paralela de flujo, una
bomba de infusiéon, un microscopio, un sistema de epi-fluorescencia, una
videocdmara y un ordenador con el software especifico como sistema de deteccion

(Figura 35)(146,175).

Figura 35. Equipo de adhesién dinamica en camara paralela de flujo. De izquierda a derecha:
bomba de infusién/perfusién (Harvard Apparatus PHD 2000), microscopio invertido (Nikon Eclipse
TE 2000-S) con una videocdmara acoplada (Sony Exware HAD), cdmara paralela de flujo, equipo de
Epi-luminiscencia (Nikon), y ordenador con el software NIS-Elements Advanced Research para la

adquisicién de las imégenes y los videos.
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El pardmetro estudiado para evaluar la interaccion celular fue (176):

e Adhesién plaquetaria al endotelio (células/mm32): una plaqueta se
considera adherida al endotelio vascular si permanece estacionada sobre
la monocapa endotelial durante un periodo igual o superior a 30 sy se

cuantificé el numero de células adheridas a lo largo de 100 um de vaso.

La cdmara paralela de flujo posee tres placas con una hendidura circular (Figura 36.
A) que permite la visualizacién, siendo una de ellas calefactora lo cual permite que
la experimentacion se realice a 37°C. En la hendidura de la placa inferior se insert6
el cubreobjetos que contiene las HUVEC confluentes (177). Una vez se montd la
cédmara, se acoplaron las conexiones a través de las cuales se permite el flujo de la
suspension celular a través de la bomba de infusidn. Esta se calibré para que la
suspension celular circulase con un caudal de 0,36 mL/min o con una presién de
0,7 dinas/cm?sobre un 4rea de 125 mm? del cubreobjetos (146). Posteriormente, la

cémara se colocd sobre el microscopio invertido (Figura 36. B).

Figura 36. Camara paralela de flujo. A. Camara abierta. B. Camara cerrada sobre el
microscopio invertido. En ambas imégenes 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 suspensién celular a través de la cdmara paralela de flujo.
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El microscopio estéd equipado con un sistema de Epi-Fluorescencia y un objetivo
40X que permite la observacion de la interacciéon de las plaquetas con el endotelio
(Figura 35). Ademas, este esta conectado a una videocadmara y a un ordenador con
el software que facilita tanto la visualizacion a tiempo real de las imagenes y los

videos como el tratamiento posterior.

Previamente a la técnica de adhesion en la cdmara paralela de flujo, las plaquetas
se marcaron debido a que es imprescindible para detectarlas, ya que por sutamafo
no pueden observarse a simple vista en el microscopio. Por tanto, antes de detallar
el ensayo a estudio para determinar la adhesién plaquetaria, se detalla el marcaje
de plaquetas a continuacion. Las plaquetas lavadas (véase //l.B.1.3. Extraccion de
plasma rico en plaquetas y preparacién 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 incubacién permite marcar fluorescente y especificamente
las plaquetas. A continuacidn, las plaquetas se centrifugaron para eliminar el CD41-
Alexa Fluor®488 no unido a las plaquetas. Después, estas se resuspendieron para

alcanzar aproximadamente una concentracién de 2,5 x 10¢ células/mL.

4mL de plaquetas lavadas y marcadas se perfundieron durante 5 min vy
consecutivamente, se lavd la monocapa con 4 mL de tampdn salino para eliminar
las plaquetas no adheridas. Finalmente, se tomaron 5 imagenes de campos
independientes —tanto en campo claro como fluorescente— a partir de las cuales se
calculé la adhesion plaquetaria al endotelio (173), pardmetro evaluado para analizar

la interaccién.

97



Material y Métodos

111.B.3.1. Estudio del efecto in vitro de ABC y otros ARV sobre la interaccion

plaqueta-endotelio

El efecto in vitro de los ARV sobre la interaccion plaqueta-endotelio analizé la
adhesion plaquetaria (plaquetas/mm?) al endotelio. Asi, se estudié el efecto de ABC
y de otros ARVs, y, en el caso particular de ABC, también, se determiné el tipo
celular involucrado, las moléculas de adhesion responsables y la implicacién del

sistema purinérgico.

Protocolo experimental

Se trataron tanto las HUVEC como las plaquetas —de manera independiente y no
excluyente— con concentraciones clinicamente 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 utilizd el vehiculo correspondiente de cada farmaco;
mientras que TNF-a (25 ng/mL) y ADP (5umol/L) se emplearon como control
positivo de HUVEC vy plaquetas, respectivamente. Transcurrido el tiempo de
tratamiento, se marcaron las plaquetas y se perfundieron sobre la monocapa
endotelial para asi determinar la adhesién de plaquetas al endotelio (células/mm?)

(véase lll.B.3. Adhesién en cadmara paralela de flujo).

Con el fin de evaluar el tipo celular implicado se trataron, o las HUVEC vy las
plaquetas conjuntamente con ABC 5 pug/mlL, o se trataron ambos tipos celulares de
forma independiente, es decir, tratando un tipo u otro. El resto del procedimiento

es analogo al descrito previamente.

Para evaluar las moléculas de adhesién responsables de la respuesta con ABC,
previamente al tratamiento con ABC 5 pg/mL o con el vehiculo, se pretrataron tanto
las HUVEC como las plaquetas durante 15 min a 37°C con los diferentes anticuerpos

blogqueantes de moléculas de adhesion endoteliales y plaquetarias (175,190-196).
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En el caso de las HUVEC se utilizé el anticuerpo bloqueante frente a ICAM-1 (CD54,
20 pg/mL), P-selectina (CD62P, 25 pg/mL) o PSGL-1 (CD162, 5 pg/mL); mientras
que en las plaquetas el anticuerpo bloqueante frente a JAMC (10 pg/mL), PSGL-1
(CD162, 5 pg/mL), GPlba (CD42b, 25 pg/mL), P-selectina (CD62P, 25 pg/mL) o la
molécula bloqueante de GPlIbllla (eptifibatida, 0,65 ug/mL) (197-199). Transcurrido
el tiempo de pre-y tratamiento, se marcaron las plaquetas y se perfundieron sobre
la monocapa endotelial para asi determinar la adhesion de plaquetas al endotelio

(células/mm?) (véase IIl.B.3. Adhesién en camara paralela de flujo).

Para estudiar la implicacion del sistema purinérgico en la respuesta de ABC,
previamente al tratamiento de las HUVEC y las plaquetas con ABC 5 pg/mL o con
vehiculo, se pretrataron ente 15y 60 min a 37°C con diversos compuestos que
intervienen en diferentes puntos de la ruta de sefalizacién purinérgica (200-203).
Las HUVEC se pretrataron con apirasa (30 min, 1 pmol/L), suramina (60 min, 100
pmol/L, antagonista no selectivo de los receptores de ATP), NF023 (30 min, 10
pmol/L, antagonista de los receptores de ATP pax; 4), A317491 (30 min, 25 nmol/L,
antagonista de los receptores de ATP P2X; y P2X,,3) 0 A804598 (30 min, 1 umol/mL,
antagonista del receptor de ATP P2X,). Mientras que las plaquetas con apirasa (30
min, 1 pmol/L) NF449 (15 min, 100 pmol/L, antagonista de los receptores de ATP
P2X,), MRS2500 (15 min, 100 pmol/L, antagonista del receptor de ATP P2Y,) o
clopidogrel (15 min, 30 pmol/L, antagonista del receptor de ATP P2Y,,)
(158,160,161,204-206). Transcurrido el tiempo de pre- y tratamiento, se marcaron
las plaquetas y se perfundieron sobre la monocapa endotelial para asi determinar
la adhesiéon de plaquetas al endotelio (células/mm?) (véase //l.B.3. Adhesién en

camara paralela de flujo).
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111.B.4. Citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica sofisticada, desarrollada durante el siglo XX
(207), compuesta bésicamente por tres sistemas —de fluidos, dptico y electrénico—
(208) que se acoplan y proporcionan un anélisis multiparamétrico répido e
individual a partir de una suspensién celular en movimiento. En primer lugar, el
sistema de fluidos genera una presurizacion y como consecuencia la suspensién
celular circula. Una vez la suspension celular esta en circulacidn participa el sistema
Optico que la excita mediante un laser y la fluorescencia emitida es captada y
registrada por el sistema electrénico. La captacién de luz se produce en dos
direcciones, directa y lateral (90°). La primera es conocida como FSC (forward
scatter) e indica el tamafio relativo de la célula; y la lateral como SSC (side scatter)
que revela la granulosidad o complejidad celular. Por tanto, esta técnica permite
caracterizar simultdneamente diferentes tipos celulares'® en funcién de su tamafo
y granulosidad. Por dltimo, el sistema electrénico transforma las sefiales épticas en
electrénicas, es decir, se encarga de ejecutar la conversién analdgica-digital de los

datos.

El citémetro empleado es el BD FACSCalibur™ (209) (Figura 37) que consta de un
sistema dptico formado, entre otros elementos, por un laser de Argén y un laser de
diodo rojo. Ademas, el ordenador al cual estd conectado cuenta con el software BD
CellQuest™ Pro (210), que permite manipular y analizar la distribucién de los
diferentes pardmetros analizados a través de la representacién en forma de

histograma de las poblaciones celulares.

18 e .
'® Cada célula o particula que detecta el citémetro se designa como evento.
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Figura 37. Equipo de citometria. De izquierda a derecha: citémetro (modelo BD FACSCalibur™

de BD Biosciences), tubo de citémetro y pantalla de ordenador con el software BD CellQuest™ Pro.

En la presente Tesis Doctoral, el pardmetro indicativo de estudio es la mediana de
intensidad de fluorescencia. Principalmente, la fluorescencia utilizada proviene de
los siguientes fluorocromos: FITC (pequefia molécula orgénica, cuyo peso
molecular (PM) es 389 Da) o PE (ficobiliproteina, cuyo PM es 240000 Da) que se
conjugan con anticuerpos (208) dirigidos contra antigenos de superficie celular'”.
El primer fluorocromo se excita a 488 nm y emite alrededor de 530 nm, mientras

que el segundo a 532 nmy a 550 nm (207).

7 Cada antigeno tiene acufiado un nimero de diferenciacién de grupo (CD, “cluster of

differentiation”) que permite inmunofenotipar las poblaciones, ya que los CD actian como

marcadores especificos.
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La técnica de la citometria de flujo fue utilizada para estudiar(165):

e la interaccion plaqueta-neutréfilo a través de la deteccion de la
presencia de plaquetas en las distintas poblaciones leucocitarias en

muestras de sangre entera (Figura 38).
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Figura 38. Histograma representativo de la poblacién mixta leucocitaria identificada
mediante citometria de flujo. En color neutréfilos, en monocitos y en linfocitos. La sefial de

la intensidad se ha representado mediante una amplificacién lineal.
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e laactivacion plaquetaria a través de la expresidn de P-selectinay gpllbllla
(molécula responsable de la agregacién plaquetaria) en muestras de PRP

(Figura 39).
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Figura 39. Histograma representativo de la poblacién de plaquetas identificada mediante
citometria de flujo. La sefial de la intensidad se ha representado mediante una amplificacién

logaritmica.

En el caso de sangre entera, se incubd 40 uL de sangre entera con 2,5 plL de
anticuerpo conjugado a un fluorocromo, durante 30 min a temperatura ambiente y
oscuridad. Tras la incubacion, las muestras se diluyeron con 500 pL de solucion de
lisis de citometria (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 extraido (véase //l.B.1.3. Extraccion de plasma rico en plaquetas y
preparacion de plaquetas lavadas) y, posteriormente 10 uL del mismo se diluyé en

90 pL de HBSS (sin Ca?* ni Mg?*).

103



Material y Métodos

A continuacién, se incubd con un anticuerpo conjugado con un fluorocromo
durante 10 min a 37°C en oscuridad (211). Finalizada la incubacién se diluyé en 500

pL de HBSS y 500 pL de formalina al 10% y se conservé durante 5 min a 4°C.

Después, se analizaron las muestras (sangre entera y PRP) en el citémetro para
determinar la mediana de la intensidad de fluorescencia del anticuerpo a partir de

10.000 y 30.000 eventos/muestra, respectivamente (175,212).

111.B.4.1. Estudio del efecto in vitro de ABC y otros ARV sobre la interaccion

plaqueta-leucocito

El efecto in vitro de los ARV sobre la interaccion plaqueta-leucocito analizé la
intensidad de fluorescencia de CD41, molécula que marca plaquetas y permite su
deteccidn en las poblaciones de leucocitos. Asi, se estudié el efecto de ABC y de
otros ARV, y, en el caso particular de ABC, también, se determiné el tipo celular
involucrado, las moléculas de adhesién responsables y la implicacion del sistema

purinérgico.

Protocolo experimental

Se trataron entre 250-500 pL de sangre con concentraciones clinicamente
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 utilizé ADP (5 uM) y como
control negativo los vehiculos respectivos de cada farmaco. Tras el tratamiento, las
muestras se analizaron por el citdmetro para determinar la mediana de la intensidad
de fluorescencia de CD41 incubéandolas con CD41-PE (197,198), tal y como se

describe en previamente en /ll.B.4. Citometria de flujo.
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Con el fin de evaluar el tipo celular implicado se trataron, o los neutrdéfilos aislados
(véase lll.B.1.2. Aislamiento de leucocitos) y las plaquetas lavadas (véase //[.B.1.3.
Extraccion de plasma rico en plaquetas y preparacion de plaquetas lavadas)
conjuntamente con ABC 5 nug/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 analizé de manera

anéloga al procedimiento descrito previamente.

Para evaluar las moléculas de adhesidn responsables de la respuesta con ABC,
previamente al tratamiento con ABC 5 pg/mL o con el vehiculo, se pretraté la sangre
durante 15 min a 37°C con los diferentes anticuerpos bloqueantes de moléculas de
adhesion plaquetarias o leucocitarias. Los anticuerpos bloqueantes de moléculas
de adhesion plaquetarias empleados fueron: CD62P (P-selectina, 25 ng/mL),
CD42b (gplba, 25 pg/mL)y JAMC (JAMC, 10 ng/mL). Mientras que los anticuerpos
bloqueantes de moléculas de adhesion leucocitarias fueron: CD162 (PSGL-1, 5
pug/mL), CD11b (Mac-1, 20 pg/mL) y CD18 (integrinas By, 10 pg/mL). Tras el pre-y
tratamiento, las muestras se analizaron por el citdmetro para determinar la mediana
de la intensidad de fluorescencia de CD41 incubandolas con CD41-PE, tal y como

se describe en previamente en //.B.4. Citometria de flujo.

Para estudiar la implicacién del sistema purinérgico en la respuesta con ABC,
previamente al tratamiento con ABC 5 pg/mL o con el vehiculo, se pretraté la sangre
con diversos compuestos que intervienen en diferentes puntos de la ruta de
sefializacion purinérgica Los antagonistas de los receptores purinérgicos
leucocitarios fueron: A317491 (antagonista de los receptores P2X; 3, 25 nM, 30 min)
y A804598 (antagonista del receptor P2X;, 1uM, 30 min). Mientras que los
antagonistas de los receptores purinérgicos plaquetarios fueron: NF449
(antagonista del receptor P2X;, 100 uM, 15 min), MRS2500 (antagonista del

receptor P2Y;, 100 uM, 15 min) y clopidogrel (antagonista del receptorP2Y;,, 30
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puM, 15 min). Tras el pre- y tratamiento, las muestras se analizaron por el citémetro
para determinar la mediana de la intensidad de fluorescencia de CD41
incubandolas con CD41-PE, tal y como se describe en previamente en //[.B.4.

Citometria de flujo.

111.B.4.2. Estudio del efecto in vitro de ABC y otros ARV sobre la activacion

plaquetaria

El efecto de los ARV sobre la activacion plaquetaria se estudié mediante dos
marcadores del propio proceso: la expresién de la molécula de adhesion P-
selectina —a través de fluorescencia de CD62P-FITC (211)-y gpllbllla —a través de

fluorescencia de PAC-1-FITC—. Ambas moléculas se evaluaron en PRP.

Expresion de la molécula de P-selectina y de GPIIbllla

Tras extraer el PRP (véase [/l.B.1.3. Extraccion de plasma rico en plaquetas y
preparacion de plaquetas lavadas), se tratd con concentraciones clinicamente
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 utilizé ADP (5 pmol/L) y
como control negativo los vehiculos de los farmacos. Tras el tratamiento, el ensayo
es tal cual como se describe en /lI.B.4. Citometria de flujo, siendo el anticuerpo
empleado CD62P-FITC para evaluar la expresion de P-selectina y PAC1-FITC para
evaluar la expresion de GPlIbllla (199).
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11l.B.S. Agregometria

La agregacién plaquetaria se evalué mediante un agregémetro de impedancia —
concretamente con el modelo Chrono-Log Model 590-2D (Figura 40)- que
cuantifica la variacion de la resistencia eléctrica producida como consecuencia de

la agregacién plaquetaria a los electrodos de platino (213).

Figura 40. Agregémetro de impedancia. A. Vista frontal del agregémetro. B. Vista plana del
agregémetro, 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.
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El ordenador conectado al agregémetro detecta, gracias al software AggroLink®, la
variacion de la impedancia que la traduce y representa a través de una curva con
monotonia decreciente. La curva registrada se caracteriza por los siguientes

parédmetros (Figura 41):

e Pendiente: cuantifica la velocidad de agregacién plaquetaria y se mide en
Q/min.

e Amplitud: evalla la respuesta maxima de agregacién plaquetaria y se
mide en Q.

e Area bajo la curva (AUC): correlaciona la pendiente y amplitud,

midiéndose en Q-min.
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Figura 41. Equipo de agregometria y registro de una curva de agregacion. En la parte superior
se observa tanto el agregémetro como el ordenador al cual estd conectado; en la parte inferior, se
detalla de manera ampliada el registro de la curva, donde se indica la amplitud, la y el

drea bajo la curva (AUC).
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Todo ensayo de agregacion plaquetaria requiere a priori que el equipo se calibrey
se estabilice la muestra sanguinea. A continuacién, se describen estos dos procesos

comunes en todos los estudios.

Calibracion y estabilizacion

Previamente al experimento, el agregémetro se calibré con la muestra sanguinea
depositada en la cubeta. Este proceso consistio en ajustar la sefial registrada a 0%
y posteriormente se proporcioné un impulso de 20 Q que se acopld a una sefial de
50%. Tras el cese del impulso, la sefial detectada regresé a un valor de 0%. Este
valor hace referencia a las condiciones basales de cada muestra. Después de la
calibracidn, la muestra se dejo durante 4 min a 37°Cy en agitacién constante (1200

spin) para que se estabilizase.

111.B.5.1. Estudio del efecto in vitro de ABC y otros ARV sobre la interaccion

plaqueta-plaqueta

El efecto de los ARV sobre la agregacién plaquetaria potenciada por ADP (5 uM) se

evalud a partir del AUC.

Protocolo experimental

Una vez se calibré el equipo con la muestra (sangre diluida 1:1 con solucién salina)
y esta se estabilizé en las cubetas del agregéometro, donde estaban inmersos los
electrodos, se adiciond el vehiculo o el ARV en las concentraciones indicadas
anteriormente en la Figura 34. De este modo, se cuantificé el efecto agregante per
se del ARV, durante los 5 min posteriores. A continuacién, se afiadié 10 uL ADP
(5uM) —que es un agregante plaquetario—y se evalud su efecto durante los 6 min

consecutivos a su adicién.
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I1.C. METODOS: TECNICAS IN VIVO

111.C.1. Protocolos experimentales de tratamiento in vivo

En los ensayos in vivo se efectuaron las mismas administraciones agudas de
farmacos en los ratones que posteriormente se analizaron con las técnicas propias

del ensayo. Los tratamientos fueron los siguientes (Figura 42):

e ITIAN: ABC (2,5-7,5 pg/mL), TDF (7,5 ng/mL), ddI (7,5 ng/mL), 3TC (7,5
pg/mL)y FTC (7,5 pg/mL)

e ITINN: NVP (7,5 pg/mL), RPV (0,4 ng/mL) y EFV (7,5 ng/mL)

e CCR5: MRV (2,5 ng/mL)

o IP:LPV (7,5 pg/mL), ATV (18 ung/mL) y DRV (14 pg/mL)

o INEEVG (7,5 ug/mL)y RAL (2,5 ng/mL)
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ABC (2,5-7,5 pg/mL) NVP (75pg/mL) MRV (25pg/mL)  LPV (7,5ug/mL)  EVG (7,5 pg/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 pg/mL), tenofovir (TDF, 7,5
pug/mL), didanosina (ddl, 7,5 pg/mL), lamivudina (3TC, 7,5 pg/mL), emtricitabina (FTC, 7,5 pg/mL),
nevirapina (NVP, 7,5 ug/mL), rilpivirina (RPV, 0,4 ung/mL), efavirenz (EFV, 7,5 ng/mL), maraviroc (MRV,
2,5 pg/ml), lopinavir (LPV, 7,5 pg/ml), atazanavir (ATV, 18 ug/mL), darunavir (DRV, 14 ng/mL),
elvitegravir (EVG, 7,5 ug/mL) y raltegravir (RAL, 2,5 pg/mL). Todas las administraciones fueron via

intraescrotal (i.e.) ?°

20 La via de administracién se seleccioné dado que permite el impregnar de forma directa los vasos

del creméster con los diferentes antirretrovirales.
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111.C.2. Microscopia Intravital

La microscopia intravital es una técnica que permite el estudio de la fisiologia celular
en organismos vivos de manera in situ. Principalmente se utiliza para analizar la

microcirculacién in vivo.

En la presente Tesis Doctoral se hizo uso de la microscopia intravital de campo
amplio de fluorescencia, donde un sistema de iluminacion baésico ilumind
permanentemente toda la muestra (214). Concretamente se empled un
microscopio ortostatico (Nikon Optiphot-2, SMZ1, Nikon, Holanda) (Figura 43), con
un objetivo 20X y un ocular 10X, acoplado a la videocdmara (Nikon DS-Fi3) que
proyecta las iméagenes y los videos a un ordenador que los procesa gracias al

software NIS-Elements Basic Research (147,175,215,216)

Figura 43. Sistema de microscopia 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 iluminacién. De izquierda a derecha en la parte inferior: ordenador donde
se visualizan las imégenes y videos con el programa NIS-Elements Basic Research, microscopio con

videocdmara acoplada, bafio termostatico y bomba de infusién.
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La microcirculacién a estudio, el musculo cremastérico (217), se analizé mediante

pardmetros hemodindmicos que permitieron estudiar el efecto de los ARV sobre la

generacién del trombo.. Estos fueron (148):

Shear rate (y,s™"): es la fuerza que ejerce la sangre sobre la pared del

vaso. Esta se calcula segun la siguiente definicién newtoniana?’:

8 Veri

Y=%"D16
Donde D es el didmetro de del vaso, V., es la velocidad de los eritrocitos
en el torrente sanguineo que se calculé con la ayuda de un Optical

Doppler Velocimeter (Microcirculation Reasearch Institute).

Tiempo de oclusién (s): es el tiempo transcurrido desde la adicién de
FeCl; hasta la formacién del trombo que da lugar a la oclusion del vaso.??
El tiempo de oclusién permite medir de forma cuantitativa tanto el dafio
vascular como la activaciéon y agregacidén plaquetaria, —pardmetros

relevantes para el desarrollo del proceso trombético—(218).

Para observar el creméaster fue necesaria una intervencién quirdrgica con el fin de

exponerlo, que se describe a continuacion al ser comin a todos los estudios

llevados a cabo donde se empled la microscopia intravital.

21 Laformula asume que el vaso es un cilindro geométrico.

22| tiempo de oclusiéon maximo considerado fue 8 min. Una vez alcanzado este tiempo de oclusién

se considerd que no se inducia la formacién de trombo.
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Microscopia intravital

° con una mezcla de xilacina y

La microcirugia comenzé anestesiando al ratén?
ketamina (10/100 mg/kg) administrada via intraperitoneal (i.p.). Una vez
anestesiado se colocd al ratén en posicion supinay se realizd una incisién en la zona
testicular para extraer el testiculo y permitir la extensién del masculo cremastérico—
con la ayuda de un cauterizador, de unas pinzas y de unos enganches— sobre un
pedestal traslucido que permite su transiluminacion y de superficie 155 mm? (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 solucién tampdn

bicarbonatada (37°C, pH 7,4) gracias a una bomba de infusién y un bafio

termostatico (147) (Figura 43).

Figura 44. Cremaster expuesto sobre el pedestal translucido. Se observan algunos microvasos.

% La cepa de ratén usada si no se especifica es la C57BL/6NCrc o B6.
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Tras la extraccidn del cremaéster, se buscd y selecciond una arteria cuyo didmetro
estuviera comprendido entre 20-35 um (217) gracias a la herramienta de medicién
del software. Seguidamente, se comenzd a grabar un video de un méximo de 8 min
que comienza con la adicién de 80 uL de FeCl; (25 mM) sobre la arteria elegida y
finaliza o bien cuando se ocluye el vaso o bien a los 8 min. Durante toda la grabacién

|u

se anotd el “shear rate” en funcién del tiempo y el tiempo de oclusion (s),

pardmetros hemodindmicos.

111.C.2.1. Modelo de trombosis inducida por FeCl;

El modelo de trombosis inducida por FeCl; es uno de los modelos més utilizados
(219) para estudiar el efecto trombdtico de los farmacos. El FeCl; es un agente
quimico que produce una liberacion de ROS que provocan perdida de
funcionalidad endotelial. Asimismo, induce activacidn leucocitaria y activacién y
agregacién plaquetaria (220). Este modelo se puso apunto mediante un curva
dosis-respuesta con el objetivo de determinar la concentracion de FeCl; que no es
capaz de producir el trombo per se, pero si predispone al tejido a la formacién del

mismo ante otros factores externos (219).

Se extrajo el cremaster de los animales sin tratamiento (véase //l.C.2. Microscopia
intravital), y se determiné el tiempo de oclusién en funciéon de diferentes

concentraciones de FeCl;(25-100 mM) adicionadas sobre el creméster.
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111.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 analizé el tiempo de oclusion
en el modelo de trombosis inducida por FeCls. Asi, se estudié el efecto de ABCy
de otros ARV, y, en el caso particular de ABC, también, se determiné el “shear rate”.
Asimismo, en ABC, ademés, se profundizé en el papel del leucocito y en la

implicacién del sistema purinérgico.

Protocolo experimental

Los ratones se trataron con concentraciones clinicamente 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 administré diclofenaco (1 mg/kg, 2 h)y
rofecoxib (0,1 mg/kg, 2h) y como control negativo los vehiculos de los farmacos (4
h) via intraperitoneal (i.p.). Tras el tratamiento se determinaron los parametros

hemostéticos en el microscopio intravital (véase //.C.2. Microscopia intravital).

Con el propésito de evaluar el papel del leucocito en los efectos de ABC en el
modelo de trombosis, previamente al tratamiento con ABC 5 ug/mL, los ratones 4
dias antes se pretrataron con CPM (150 mg/kg) via i.p., generando asi una
deplecién en el nimero de leucocitos gradual®® (221,222). En el dia 4, los ratones
se trataron con ABC 5ug/mL tal y como se describe previamente, y tras este se
determinaron los pardmetros hemostaticos en el microscopio intravital (véase

IIl.C.2. Microscopia intravital).

24 La leucodeplecién llegd al méximo al cuarto dia tras un Unico tratamiento de CPM. Esto se

comprobdé mediante un contaje celular en la cdmara de Neubauer.
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Para estudiar la implicacidn de los receptores purinérgicos en los efectos de ABC
en el modelo de trombosis, previamente al tratamiento con ABC 5 ug/mL, los
animales fueron pretratados con diferentes antagonistas de los receptores
(202,223-225). Asi, se pretrataron via i.p. con A804598 (antagonista especifico del
receptor P2X;, Tug/kg, 30 min) y A317491 (antagonista especifico del receptor
P2X2/3, 0,1 ng/kg, 30 min). Tras el pre- y tratamiento se determinaron los pardmetros

hemostéticos en el microscopio intravital (véase //.C.2. Microscopia intravital).

Ademés de la aproximacion farmacoldgica para evaluar la implicacion de los
receptores, también, se utilizaron ratones deficientes en el receptor P2X; y asi
comprobar su implicacién en la trombosis generada por ABC (226). Para ello, los
ratones P2X;(R) KO se trataron con ABC 5pg/mL tal y como se describe
previamente. Tras el tratamiento se determinaron los pardmetros hemostaticos en

el microscopio intravital (véase //l.C.2. Microscopia intravital).

11l.C.3. Tomografia por Emisién de Positrones (PET)

La medicina nuclear cuenta con diversas técnicas de imagen para el diagnéstico
clinico no invasivas (227). Actualmente, en investigacién preclinica las dos técnicas
usualmente utilizadas son la tomografia por emisién de positrones (PET) y la
tomografia axial computarizada (TAC) (228).Por un lado, la primera aprovecha la
emision de positrones, tras la administracién del radiofarmaco al torrente
sanguineo que se distribuye por todo el organismo, para visualizar y cuantificar los
procesos fisioldgicos y bioldgicos. Uno de los radiofarmacos mas utilizados es la
fluorodesoxiglucosa-18F (18F-FDG) (229) que es un azlcar simple ligado a una
minima cantidad de flGor radiactivo. Las regiones del organismo donde se produce
una alta captacion del radiofarmaco se denominan puntos calientes y son

indicativas de un alto nivel de actividad bioquimica o metabdlica; mientras que las
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zonas donde se produce una distribucién menor del mismo se conocen como
puntos frios e indican que la actividad metabdlica es reducida. Por otro lado, la

segunda utiliza la radiacion X para obtener secciones anatomicas.

La UCIM de la UV cuenta con un equipo micro PET-TAC (Albira |, Bruker) (Figura 45)
integrado que permite una adquisicion multimodal de la informaciéon de ambas
técnicas, fusionando las imégenes PET-TAC automaticamente. Esto permite que se

cree una representacion corporal completa del animal (Figura 46).

Figura 45. Equipo micro PET-TAC (Albira |, Bruker). La ampliacién corresponde a la zona donde se

coloca el ratén, donde se aprecia el sistema de anestesia inhalada acoplado.
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W

4/ Ya

Figura 46. Imagen representativa PET-TAC del cuerpo de un ratén. Se aprecia la anatomia ésea

del animal y las zonas calientes de captacion del radiofarmaco empleado.

A partir de la imagen de la PET obtenida se realiza una reconstruccién de la misma
mediante el algoritmo MLEM (“Maximun likehood Expectation Maximitation”), con
correccion 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 region en kBg/cm3. A partir de la ROI se calcula el SUV
(“Standardized Uptake Values”) que es la relacion de la concentracion de
radioactividad derivada de la imagen y la concentracién de todo el cuerpo de la

radioactividad inyectada y tiene unidades de g/cm3.

ROI(kBq/cm?®) g
actividad inyectada (kBq) ~— / cm3
peso del animal (g)

SUV =
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111.C.3.1. Estudio del efecto in vivo de ABC en un modelo de inflamacién de

placas ateroscleréticas

La captacion de '®8F-FDG a nivel celular se emplea como marcador para evaluar la
formacién de placas aterosclerdticas asociadas con procesos inflamatorios donde
se produce infiltracion de macréfagos (231,232) y calcificacién de las zonas
lesionadas (233). También, se ha visto que hay diferencias en la captacién

dependiendo del tratamiento farmacoldgico, la dieta y la cepa empleada (234).

El estudio realizado persiguié determinar si habia diferencias en la capacitacién de
"8F-FDG en el corazén y la aorta, producida por el tratamiento con ABC y la dieta,
con el fin de relacionar dicha variable con la inflamacién y el desarrollo de placa
aterosclerdtica. Se establecieron dos grupos de ratones ApoE KO en funcién de la
alimentacion recibida: dieta normal y dieta grasa. La dieta especifica se
proporcioné durante tres meses y en el Ultimo mes se trataron con una
concentracion de ABC (3 mg/dia, 200 L) equivalente a la dosis del tratamiento

humano? (235) (236) via oral gracias a una canula o con agua (100 pL).

Tras el tratamiento, se llevo a cabo la adquisiciéon de la imagen PET-TAC.
Inicialmente, se inyectd en el ratén "8F-FDG con una actividad entre 275,4 + 26,81
uCi (media = SD) via i.p. en un volumen aproximadamente de 200 uL. Esta
administracién se realizé con el animal en ayunas durante un periodo de 6 a 8 horas,
pero con agua ad libitum. Pasados 60 minutos de la administracién del
radiofarmaco, se sedd al animal mediante anestesia inhalatoria. La sedacién
consistié primero en un flujo constante de 1,5 L/m de isoflurano al 5% y 100% de
oxigeno durante 5 minutos aproximadamente, y una vez el ratén perdio los reflejos

se mantuvo al 1,5-2% de Isoflurano + 100% de oxigeno durante toda la

E . . m, . m,
25 Dosis animal (k—j) = dosis humana (k—g)x
g

km humano 7
————;donde km humano = 37 y km ratén = 3
km animal
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intervencién. A continuacion, se obtuvo la imagen de cuerpo completo durante 15
min de PET y 7 min de TAC. Por ultimo, se calculé el valor de la SUV de las zonas de

estudio, corazén y aorta.
lIl.D. COMITES ETICOS?

Toda la experimentacion plasmada en la presente Tesis Doctoral satisface las
directrices de la Comisién de Etica en Investigacion Experimental de la UV?/. En
primer lugar, el Comité de Bioseguridad ratificé que las tareas cientificas ejecutadas
que implicaban el uso de agentes bioldgicos y quimicos cumplian la normativa
vigente. En segundo lugar, el Comité de Etica de Investigacién en Humanos?®
(CEIH) junto con el Comité Etico del Hospital Clinico Universitario de Valencia
evaluaron y aprobaron los proyectos en los cuales se encuadran los estudios que
emplean muestras bioldgicas de origen humano y datos de caracter personal.
Asimismo, todos los pacientes firmaron el correspondiente consentimiento
informado. En tercer lugar, y ultimo, el Comité de Experimentaciéon y Bienestar
Animal (CEBA) —bajo la supervisién de la Conselleria de Agricultura, Desarrollo
Rural, Emergencia Climética y Transicion Ecolégica de la Comunitat Valenciana—
certificé que la experimentacién con animales incluida en los proyectos era
propiada y cumplia con la normativa vigente?’. Los procedimientos aceptados

fueron el A1487170737866 y el A1491990878822.

26 Enel apartado V. Certificados se han anexado los certificados correspondientes.

27 Reglamento de la Comisién Etica del Consejo de Gobierno de la UV (ACGUV 194/2006).

8 Pautas éticas internacionales para la investigacién biomédica en seres humanos del Consejo de
Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas (CIOMS)

27 Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen las normas basicas aplicables

para la proteccién de los animales utilizados en experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo

la docencia.
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II.E. ANALISIS ESTADISTICO

Principalmente, los datos se expresaron como media aritmética * error estandar de
la media (SEM, por sus siglas en inglés). Sin embargo, los datos del PET como media
* desviacion estandar (SD, por sus siglas en inglés). El nimero de experimentos
independientes (n) para cada pardmetro se indica en la leyenda de las figuras,
siendo este siempre =4. Ademads, algunos pardmetros se representaron como

porcentaje (%), considerando como 100% el vehiculo o control negativo.

En el caso de comparar dos condiciones, se analizaron los resultados mediante un
andlisis test t. En el caso de comparar mas de dos condiciones, se analizaron
mediante un andlisis de varianza (ANOVA) one-way con la correccién post hoc mas
apropiada (indicada en los pies de figura). También, se analizaron los datos
mediante un andlisis de varianza (ANOVA) two-way cuando habian involucradas dos
variables independientes. La diferencia entre los grupos se considera
estadisticamente significativa cuando p < 0,05, y esta se detalla en las figuras. Estos

analisis se realizaron haciendo uso de GraphPad (Prism ®, version 9).

122









IV

RESULTADOS







Resultados

IV.A. ESTUDIOS IN VITRO

IV.A.1. Estudio de los efectos de los farmacos antirretrovirales sobre las

distintas fases de la formacién del trombo in vitro.

IV.A.1.1. Evaluacién del efecto de los antirretrovirales sobre la interaccién

plaqueta-endotelio

Empleando la adhesiéon dindmica en cdmara paralela de flujo, se estudio el efecto
de los diferentes ARV analizados sobre la interaccion plaqueta-endotelio. Para ello
se trataron las HUVEC vy las plaquetas con diferentes concentraciones de ARV,
durante 4h y 1h respectivamente. Las concentraciones utilizadas fueron tanto
clinicamente relevantes como concentraciones inferiores y superiores con el fin de
abarcar un rango amplio de diferentes concentraciones, y asi trazar las respectivas
curvas dosis-respuesta, garantizando asi la observacion del efecto en caso de que

se diese.

En el caso de los ARV de tipo ITIAN, Unicamente ABC (2,5-5 ng/mL) indujo un
aumento significativo de la interaccion plaqueta-endotelio respecto al control
(vehiculo) (Figura 47). El resto de ITIAN utilizados —TDF, ddl, 3TC y FTC - no
causaron un incremento de la interaccién plaqueta-endotelio, incluso a las

concentraciones mas 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 interaccién plaqueta-endotelio. Las HUVEC (4h)
y las plaquetas (1h) fueron tratadas, o bien con agua estéril (vehiculo), o bien con abacavir (ABC, 0,5-
5 pg/mL), tenofovir (TDF, 10 ug/mL), didanosina (ddl, 10 ug/mL), lamivudina (3TC, 10 pg/mL) y
emtricitabina (FTC, 10 pug/mL); como control positivo se utilizé TNF-a (25 ng/mL)y ADP (5 umol/L)
para las HUVEC y las plaquetas, respectivamente. Las plaquetas fueron marcadas con el anticuerpo
anti-CD41 conjugado con Alexa 488® para asi poder cuantificar el nimero de plaquetas adheridas
a las células endoteliales en la cdmara paralela de flujo. La figura muestra el nimero de plaquetas
adheridas por mm? de endotelio; y los resultados se expresan como media = SEM (n > 4). ***p<

0,001, ****p< 0,0001 vs. vehiculo (ANOVA seguido del post-test Dunnett).

En el caso de los ARV de tipo ITINN evaluados —-EFV, NVP y RPV-, todos
promovieron la interaccién plaqueta-endotelio (Figura 48). Sin embargo, el resto
de ARV utilizados de tipo CCR5, IP e INI no provocaron ningun efecto sobre la

interaccion plaqueta-endotelio, incluso a las concentraciones mas altas (Figura 48).
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Figura 48. Efecto de los ITINN, CCR5, IP e INI sobre la interacciéon plaqueta-endotelio. Las
HUVEC (4h)y las plaquetas (1h) fueron tratadas, o bien con los vehiculos de los farmacos [agua estéril
(vehiculo), agua &cida (NVP), DMSO (RPV, RAL, ATV y DRV), y metanol (EFV, MVC y LPV)], o bien con
nevirapina (NVP, 50 pg/mL), rilpivirina (RPV, 1 pg/mL), efavirenz (EFV, 25 pg/mL), maraviroc (MRV, 5
ng/ml), lopinavir (LPV, 25 p/mL), atazanavir (ATV, 25 ng/mL), darunavir (DRV, 25 ng/mL), y raltegravir
(RAL, 5 pg/mL); como control positivo se utilizé TNF-a (25 ng/mL) y ADP (5 umol/L) para las HUVEC
y las plaquetas, respectivamente. Las plaquetas fueron marcadas con el anticuerpo anti-CD41
conjugado con Alexa 488® para asi poder cuantificar el nimero de plaquetas adheridas a las células
endoteliales en la cdmara paralela de flujo. La figura muestra el nimero de plaquetas adheridas por
mm? de endotelio; y los resultados se expresan como media = SEM (n > 4). **p< 0,01, ***p< 0,001,

****p< 0,0001 vs. vehiculo (ANOVA seguido del post-test Dunnett).

Estos resultados confirman que ABC es el tnico ITIAN que induce la interaccién
plaqueta-endotelio y que los ITINN evaluados —NVP, RPV y EFV— también fueron

capaces de inducirla.
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IV.A.1.2. Evaluacién del efecto de los antirretrovirales sobre la interaccién

plaqueta-leucocito

El efecto de los ARV sobre la interaccién plaqueta-leucocito se evalué mediante
citometria de flujo, caracterizando la fluorescencia de CD41 de las plaquetas unidas
a la subpoblacion de neutrdfilos. Para ello la sangre entera se tratd con
concentraciones crecientes de ARV durante 1h y posteriormente se incubd con el

anticuerpo anti-CD41-PE (30 min), previamente a la citometria.
De los ARV de tipo ITIAN, al igual que la interaccion plaqueta-endotelio,

unicamente ABC causd un incremento significativo de la interaccién plaqueta-

neutréfilo (Figura 49).
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Figura 49. Efecto de ABC y otros ITIAN sobre la interaccion plaqueta-neutréfilo. La sangre
entera fue incubada 1h a 37° con abacavir (ABC, 0,5-5 pg/mL), tenofovir (TDF, 10 pg/mL), didanosina
(ddl, 10 ug/mL), lamivudina (3TC, 10 pg/mL) y emtricitabina (FTC, 10 pg/mL) o vehiculo; como
control positivo se utilizd ADP (5 pmol/L). Las plaquetas se incubaron con el anticuerpo anti-CD41-
PE (10 min) para asi cuantificar la fluorescencia de CD41 (marcador especifico de plaquetas) en la
subpoblacién de neutrdfilos por citometria de flujo. La figura muestra el porcentaje de la mediana
de fluorescencia normalizada respecto al vehiculo (100%); y los resultados se expresan como media
= SEM (n > 4). *p< 0,05, ***p< 0,001, ****p< 0,0001 vs. vehiculo (Test Kruskal-Wallis seguido del

post test Dunn.

En cuanto a los ARV de tipo ITINN, la interaccién plaqueta-neutréfilo no fue
promovida por los mismos (Figura 50). El resto de ARV evaluados —CCR5, IP e INI-

, no indujeron la interaccién plagqueta-neutrdfilo (Figura 50).
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Figura 50. Efecto de los ITINN, CCR5, IP e INI sobre la interaccién plaqueta-neutréfilo. La
sangre fue incubada 1h a 37°, o bien con nevirapina (NVP, 50 pg/mL), rilpivirina (RPV, 1 ng/mL),
efavirenz (EFV, 25 pg/mL), maraviroc (MRV, 5 pg/ml), lopinavir (LPV, 25 u/mL), atazanavir (ATV, 25
png/mL), darunavir (DRV, 25 pg/mL), y raltegravir (RAL, 5 pg/mL), o bien con los vehiculos [agua
estéril, agua acida (NVP), DMSO (RPV, RAL, ATV y DRV), y metanol (EFV, MVC y LPV)]; como control
positivo se utilizé ADP (5 umol/L). Las plaquetas se incubaron con el anticuerpo anti-CD41-PE (10
min) para asi cuantificar la fluorescencia de CD41 (marcador especifico de plaquetas) en la
subpoblacién de neutréfilos por citometria de flujo. La figura muestra el porcentaje de la mediana
de fluorescencia normalizada respecto al vehiculo (agua estéril) (100%); y los resultados se expresan
como media £ SEM (n > 4). ****p< 0,0001 vs. vehiculo (Test Kruskal-Wallis sequido del post test
Dunn).

Estos resultados muestran que ABC es el Gnico ARV evaluado que induce la

interaccion plaqueta-neutrdfilo.
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IV.A.1.3. Evaluacién del efecto de los antirretrovirales sobre la agregacion

plaquetaria (interaccion plaqueta-plaqueta)

El agregémetro permitié estudiar el efecto de los ARV sobre la agregacién
plaquetaria, es decir, sobre la interaccion plaqueta-plaqueta. Para ello se traté la
sangre entera (5 min) con los diferentes ARV y posteriormente se adicioné ADP

como agente agregante.

Se determinaron los valores tanto de la pendiente, amplitud y AUC (pardmetros
propios de la agregacion) para cada uno de los tratamientos; no obstante, se
muestra AUC normalizada que es el pardmetro que engloba a los otros dos, ya que

correlaciona pendiente y amplitud.

Ni ABC ni el resto de ITIAN indujeron la potenciacién de la agregacién plaquetaria

inducida por ADP (Figura 517).
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Figura 51. Efecto de ABC y otros ITIAN sobre la agregacién plaquetaria inducida por un
estimulo positivo. La sangre fue incubada 5 min a 37° con abacavir (ABC, 2,5-5 ng/mL), tenofovir
(TDF, 10 pg/mL), didanosina (ddl, 10 pg/mL), lamivudina (3TC, 10 pg/mL) y emtricitabina (FTC, 10
png/mL) o vehiculo (representado como 100%). A continuacién, se afadié ADP (5 uM). La figura
muestra el AUC normalizada respecto al vehiculo y los resultados se expresan como media * SEM

(n > 4) (ANOVA seguido del post-test Dunnett).

Del mismo modo, ningdn farmaco del resto de grupos analizados (ITINN, CCR5 e
IP) indujo la potenciacion de la interaccion plaqueta-plaqueta producida por ADP.
Sin embargo, RAL —uno de los INI evaluados— si provocd una disminucién

significativa de la interaccion plaqueta-plaqueta causada por ADP (Figura 52).
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Figura 52. Efecto de los ITINN, CCRS5, IP e INI sobre la agregacién plaquetaria inducida por un
estimulo positivo. La sangre fue incubada 5 min a 37° con rilpivirina (RPV, 1 pg/mL), efavirenz (EFV,
25 pg/ml), maraviroc (MRV, 5 pg/ml), lopinavir (LPV, 25 p/mL), atazanavir (ATV, 25 pg/mlL),
elvitegravir (EVG, 10 pg/mL) y raltegravir (RAL, 5 pg/mL) o vehiculo (representado como 100%). A
continuacion, se afiadié ADP (5 uM). La figura muestra el AUC normalizada respecto al vehiculo y los
resultados se expresan como media = SEM (n > 4). *p< 0,05 vs. vehiculo (ANOVA seguido del post-

test Dunnett).

Estos resultados manifiestan que ni ABC ni el resto de ARV examinados inducen un
cambio sobre la agregacién plaquetaria. Como excepcidn, RAL si que reduce la
agregacién producida por ADP. No obstante, RAL no mostré efecto ni en la
interaccion plaqueta-endotelio (Figura 48) ni en la interaccion plaqueta-leucocito

(Figura 50), previamente analizadas.
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IV.A.1.4. Evaluacién del efecto de los antirretrovirales sobre la activacién

plaquetaria (expresion de P-selectina y GPllb/llla)

La activacién plaquetaria se evalué mediante citometria de flujo a través del estudio
de la expresién de una molécula de adhesion tipo selectina, P-selectina, y de una
tipo integrina, GPllb/llla. Ambas son moléculas de adhesion 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 GPlIb/Illa con el

anticuerpo frente a PAC-1, en ambos casos marcados con FITC.

Los resultados mostraron que ningin ARV analizado inducia la activacion
plaquetaria, incluso a concentraciones elevadas, ya que ni P-selectina ni GPIlb/Illa
aumentaron en las muestras de PRP tratadas con los ARV (Figura 53 y Figura 54).
Estos datos concuerdan con los previos sobre la interaccion plaqueta-plaqueta, la

cual no era inducida por los ARV, excepto RAL que la reducia.

136



Resultados

200+

Hhkk

o
S~
o3
U o
3 2 150
é £
8 2
g g
o s
5 2 1004- -
.g e -T-
SR
5
X
I}

50-
B

300

*kkk

= _ 250
Qo
g5
= £ 2004
S o5
E =
5
5 2 150
29
[
[T
o 100 - IR =R o ..

50~

ADP 0,5 2,5 5 TDF  ddl FTC
ABC
Anélogos bases puricas Anélogos bases

pirimidinicas

Figura 53. Efecto de ABC y otros ITIAN sobre la activacién plaquetaria. E| PRP fue incubado 1h
a 37° con abacavir (ABC, 0,5-5 pug/mL), tenofovir (TDF, 10 pg/mL), didanosina (ddl, 10 ug/mL),
lamivudina (3TC, 10 pg/mL) y emtricitabina (FTC, 10 pg/mL) o vehiculo (100%); como control
positivo se utilizd ADP (5 umol/L). Posteriormente, se afiadié en oscuridad el anticuerpo
correspondiente, CD62P-FITC (P-selectina) y PAC-1-FITC (GPlIb/Illa) durante 10 min y se analizé por
citometria de flujo. La figura A muestra el porcentaje de la mediana de fluorescencia normalizada de
P-selectina respecto al vehiculo (100%), y la figura B, el porcentaje de la mediana de fluorescencia
normalizada de GPllIb/llla respecto al vehiculo (100%). Los resultados se expresan como media *

SEM (n > 4). ****p< 0,0001 vs. vehiculo (ANOVA seguido del post-test Dunnett).

137



Resultados

>

200+

Kk

1504

1004 |- e e B ST S § B

Expresién P-selectina (CD62P)
(% mediana normalizada)

50

300

*okkk

250 '|'

200

150 4

Expresién GPlibllla (PAC-1)
(% mediana normalizada)

100 41

Controles ITINN CCR5 P INI

Figura 54. Efecto de los ITINN, CCR5, IP e INI sobre la activacién plaquetaria. EI PRP fue
incubado 1h a 37° con nevirapina (NVP, 50 pug/mL), rilpivirina (RPV, 1 ug/mL), efavirenz (EFV, 25
png/mL), maraviroc (MRV, 5 pg/ml), lopinavir (LPV, 25 u/mL), atazanavir (ATV, 25 pg/mL), darunavir
(DRV, 25 ng/ml), elvitegravir (EVG, 10 ng/mL) y raltegravir (RAL, 5 pg/mL) o vehiculo (100%); como
control positivo se utilizé ADP (5 pmol/L). También se incubaron con otros controles agua acida
(NVP), DMSO (RPV, EVG, RAL, ATV y DRV), y metanol (EFV, MVC y LPV), vehiculos de los formacos.
Posteriormente, se afadié en oscuridad el anticuerpo correspondiente, CD62P-FITC (P-selectina) y
PAC-1-FITC (GPlIb/llla) durante 10 min y se analizé por citometria de flujo. La figura A muestra el
porcentaje de la mediana de fluorescencia normalizada de P-selectina respecto al vehiculo (100%),
y la figura B, el porcentaje de la mediana de fluorescencia normalizada de GPllIb/llla respecto al
vehiculo (100%). Los resultados se expresan como media £ SEM (n > 4). ****p< 0,0001 vs. vehiculo

(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 activacién ni

agregacién plaquetaria.

IV.A.2. Estudio de los mecanismos por los que ABC tiene efecto protrombético

in vitro

Una vez determinado que ABC tiene un efecto sobre distintas fases de la formacién
del trombo, particularmente sobre la interaccion plaqueta-endotelio y plaqueta-
leucocito in vitro, se evaluaron los posibles mecanismos por los que ABC tiene estos

efectos.

IV.A.2.1. Analisis de la interaccion plaqueta-endotelio inducida por ABC

IV.A.2.1.1. Determinacion del tipo celular implicado

Con el propésito de analizar el papel del endotelio y de la plaqueta en la interaccidn
plaqueta-endotelio inducida por ABC se traté de manera especifica, o bien las
plaquetas, o bien las HUVEC con ABC, ya que en los experimentos previos se habian
tratado ambos tipos celulares simultdneamente. Los resultados mostraron que el
efecto de ABC como inductor de la interaccién plaqueta-endotelio se debe a su
acciéon sobre el endotelio, ya que se observé el incremento de la interaccién
plaqueta-endotelio cuando se traté selectivamente el endotelio con ABC; mientras
que ese efecto no se aprecié cuando fueron tratadas Unicamente las plaquetas

(Figura 55).
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Figura 55. Estudio del tipo celular implicado en la interaccion plaqueta-endotelio inducida por
ABC. Las HUVEC (4h) y las plaquetas (1h) fueron tratadas, o con agua estéril (vehiculo), o con
abacavir (ABC, 5 pg/mL). La incubacién con ABC fue, o bien de manera conjunta (HUVEC y
plagquetas), 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 asi poder cuantificar
el nimero de plaquetas adheridas a las células endoteliales en la cdmara paralela de flujo. La figura
muestra el nimero de plaquetas adheridas por mm?de endotelio; y los resultados se expresan como
media = SEM (n > 4). ****p< 0,0001 vs. Vehiculo 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 acciéon sobre el

endotelio y no sobre las plaquetas, teniendo estas un papel pasivo.
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IV.A.2.1.2. Identificacion de las moléculas de adhesién implicadas

Con la intenciéon de identificar las moléculas de adhesion implicadas en la
interaccion plaqueta-endotelio inducida por ABC, las HUVEC y plaquetas se
pretrataron (15 min) con anticuerpos bloqueantes frente diversas moléculas de

adhesion 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-
GPlIb/llla, anti-gplba, anti-JAMC, anti-P-selectina y anti-PSGL-1. Posteriormente, se
trataron con ABC (5 ng/mL) 4h, HUVEC, y 1h, plaquetas, y se determiné la adhesion

de las plaquetas al endotelio.

Los resultados mostraron que el efecto de ABC se revertié en presencia de los
siguientes anticuerpos bloqueantes: anti-ICAM-1 y anti-P-selectina, en el endotelio,

y anti-GPlIb/Illa y anti-gplba, en las plaquetas (Figura 56).
Estos datos demuestran que la interaccion plaqueta-endotelio inducida por ABC se

debe a la participacién de las moléculas de adhesion ICAM-1 y P-selectina, en el

endotelio, y GPlIb/llla y gplba, en las plaquetas.
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Figura 56. Papel de las moléculas de adhesién involucradas en la interaccién plaqueta-
endotelio inducida por ABC. Las HUVEC y las plaquetas fueron pretratadas (15 min) con
anticuerpos bloqueantes frente a diversas moléculas de adhesién. Las HUVEC fueron pretratadas
con los siguientes anticuerpos bloqueantes: anti-ICAM-1 (anti-CD54, 20 ug/mL), anti-P-selectina
(anti-CD62P, 25 ng/ml) y anti-PSGL-1 (anti-CD162, 5 pg/mL); mientras que las plaquetas con: anti-
GPllIb/Illa (eptifibatida, 0,65 ng/mL), anti-gplba (anti-CD42b, 25 pg/mL), anti-JAMC (10 pg/mL), anti-
P-selectina (anti-CD62P, 25 ng/mL) y anti-PSGL-1 (anti-CD162, 5 pg/mL). Posteriormente se trataron
4hy 1h (HUVEC y plaquetas, respectivamente) con ABC (5 pg/mL). Las plaquetas fueron marcadas
con el anticuerpo anti-CD41 conjugado con Alexa 488® para asi poder cuantificar el nimero de
plaquetas adheridas a las células endoteliales en la cdmara paralela de flujo. La figura muestra el
nimero de plaquetas adheridas por mm?2 de endotelio; y los resultados se expresan como media +
SEM (n > 4). *p< 0,05, **p< 0,01, ***p< 0,0001 vs. vehiculo (-) y ###p< 0,001 ####p< 0,0001 vs.
ABC 5 ng/mL sin anticuerpo (ANOVA seguido del post-test Dunnett).
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IV.A.2.1.3. Caracterizacion de la implicacién del sistema purinérgico

El papel de sistema purinérgico en la interaccidn plaqueta-endotelio inducida por
ABC se analizé a través del pretratamiento de las HUVEC y las plaquetas con
diversos antagonistas y moduladores del sistema purinérgico antes del tratamiento

con ABC (5 png/mL).

Las HUVEC fueron pretratadas con apirasa (ATPasa), suramina (antagonista no
selectivo de los receptores P2 ATP), NF023 (antagonista de los receptores P2Xj.4),
A317491 (antagonista de los receptores P2X,3) y A804598 (antagonista del
receptor P2X5); y las plaquetas con apirasa, NF449 (antagonista del receptor P2X,),
MRS2500 (antagonista del receptor P2Y;) y clopidogrel (antagonista del receptor
P2Y1,).

Los resultados revelaron que el efecto de ABC era revertido cuando las HUVEC eran
pretratadas con apirasa, suramina o con el antagonista del receptor P2X; 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. Implicaciéon de los receptores purinérgicos en la interaccién 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 uM, 60 min),
NFO023 (antagonista P2X1.4, 10 uM, 30 min), A317491 (antagonista P2X2-3, 25 nM, 30 min) y A804598
(antagonista P2X7, 1 uM, 30 min), antes de tratarse 4h con ABC. Las plaquetas fueron pretratadas
con los siguientes antagonistas: apirasa (ATPasa, 1TpM, 30 min), NF449 (antagonista P2X1, 100 pM,
15 min), MRS2500 (antagonista P2Y1, 100 uM, 15 min) y clopidogrel (antagonista P2Y12, 30 uM, 15
min), antes de tratarse Th con ABC (5 ng/mL). Las plaquetas fueron marcadas con el anticuerpo anti-
CD41 conjugado con Alexa 488® para asi poder cuantificar el nimero de plaquetas adheridas a las
células endoteliales en la cdmara paralela de flujo. La figura muestra el nimero de plaquetas
adheridas por mm? de endotelio; y los resultados se expresan como media = SEM (n > 4). ***p<
0,001, ****p< 0,0001 vs. vehiculo (-) y ####p< 0,0001 vs. ABC 5 pg/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
P2X; en la interaccién plaqueta-endotelio inducida por ABC y refuerzan el papel

pasivo de las plaquetas.

IV.A.2.2. Analisis de la interaccion plaqueta-leucocito inducida por ABC

IV.A.2.2.1. Determinacion del tipo celular implicado

El papel del leucocito y de la plaqueta en la interaccién plaqueta-leucocito inducida
por ABC se analizé mediante el tratamiento especifico, o bien de las plaquetas, o
bien de los leucocitos con ABC, ya que en los experimentos previos se habian
tratado ambos tipos celulares simultdneamente. Los resultados mostraron que el
efecto de ABC como inductor de la interaccién plaqueta-leucocito involucra
directamente al leucocito, ya que se observé el aumento de la interacciéon plaqueta-
leucocito cuando solo los leucocitos fueron tratados con ABC; mientras que ese

efecto no se aprecié cuando Unicamente fueron tratadas las plaquetas (Figura 58).
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Figura 58. Estudio del tipo celular implicado en la interaccién plaqueta-neutréfilo inducida por
ABC. Los neutrdfilos y las plaquetas fueron incubados (1h a 37°) con ABC (5 ng/mL) de manera
especifica o conjunta, o con el vehiculo (100%). Las muestras se incubaron con el anticuerpo anti-
CD41-PE (10 min) para asi cuantificar la fluorescencia de CD41 en las plaquetas adheridas a la
subpoblacién de neutréfilos por citometria de flujo. La figura muestra el porcentaje de la mediana
de fluorescencia normalizada respecto al vehiculo (100%); y los resultados se expresan como media
+ SEM (n > 4). *p< 0,05, **p< 0,01 vs. vehiculo y #p< 0,05 vs. plaquetas-neutrdfilos tratadas con ABC
(ANOVA seguido del post-test Dunnett).

Estos resultados confirman que el efecto de ABC se debe a una accién 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. Identificacion de las moléculas de adhesién implicadas

La identificacion de las moléculas de adhesién implicadas en la interaccion
plaqueta-leucocito inducida por ABC se evalué mediante el pretratamiento con
anticuerpos bloqueantes frente a diversas moléculas de adhesién plaquetarias o

leucocitarias.

Los leucocitos se pretrataron con los siguientes anticuerpos: anti-CD162, anti-
CD11b y anti-CD18; mientras que las plaguetas con anti-CDé2P, anti-CD42b y anti-
JAMC. Posteriormente, tanto leucocitos como plaquetas se trataron 1h con ABC (5
pug/mL;) y en las plaquetas, ademas, se afiadié el anticuerpo anti-CD41-PE 30 min
para poder cuantificar la fluorescencia de CD41 (marcador especifico de plaquetas)

en la subpoblaciéon de neutréfilos adheridos a las plaquetas.

Los resultados mostraron que el efecto de ABC se mantenia independiente del
bloqueo con anti-CD18 y anti-CD11b, en el neutrdfilo, y con anti-JAMC, en la
plaqueta. Por ende, estas moléculas de adhesién no estarian involucradas en la
adhesion plaqueta-leucocito. No obstante, el efecto de ABC sobre la interaccidn
plaqueta-neutrdfilo se revirtié al bloquear el neutréfilo 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 adhesién en la interaccién plaqueta-neutréfilo inducida
por ABC. La sangre entera fue pretratada (15 min) con anticuerpos bloqueantes frente a diversas
moléculas de adhesién antes del tratamiento de 1h con ABC (5 ng/mL) o vehiculo (100%). Los
anticuerpos bloqueantes frente a moléculas de adhesién presentes en los leucocitos empleados
fueron anti-CD162 (PSGL-1, 5 pg/mL) y anti-CD11b/anti-CD18 (Mac-1, 20 y 10 pg/mL
respectivamente); y los anticuerpos bloqueantes frente a moléculas de adhesién presentes en las
plaquetas empleados fueron anti-CD62P (P-selectina, 25 ug/mL), anti-CD42b (gplba, 25 pg/mL) y
anti- JAMC (JAMC, 10 pg/mL). La sangre entera se incubé con el anticuerpo anti-CD41-PE (10 min)
para asi cuantificar la fluorescencia de CD41 (marcador especifico de plaquetas) en la subpoblacién
de neutréfilos adheridos a las plaquetas por citometria de flujo. La figura muestra el porcentaje de
la mediana de fluorescencia normalizada respecto al vehiculo (100%); y los resultados se expresan
como media = SEM (n > 4). *p< 0,05, **p< 0,01 vs. vehiculo y #p< 0,05 vs. sangre tratada con ABCy

sin anticuerpo (ANOVA seguido del post-test Dunnett).

Estos datos indican que la interaccién plaqueta-leucocito inducida por ABC se debe
a la molécula de adhesién leucocitaria PSGL-1 interaccionando con P-selectina

plaquetaria.
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IV.A.2.2.3. Caracterizacion de la implicacion sistema purinérgico

El papel de sistema purinérgico en el efecto de ABC sobre la interaccion plaqueta-
leucocito se analizé a través del pretratamiento de la sangre entera con diversos
antagonistas de los receptores purinérgicos, antes del tratamiento con ABC (5

pg/mL).

La sangre entera fue pretratada tanto con antagonistas purinérgicos del leucocito —
A317491 (antagonista de los receptores P2X,3) y A804598 (antagonista del
receptor P2X;)— como de la plaqueta —NF449 (antagonista del receptor P2X,),
MRS2500 (antagonista del receptor P2Y,) y clopidogrel (antagonista del receptor
P2Y5)-.

Los resultados revelaron que el efecto de ABC se revirtié cuando la sangre entera
fue pretratada con el antagonista del receptor P2X; leucocitario A804598, y
también con los antagonistas de los receptores P2X;, P2Y;y P2Y,, plaquetarios

NF449, MRS2500 y clopidogrel, respectivamente (Figura 60).
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Figura 60. Implicacién de los receptores purinérgicos en la interaccién plaqueta-neutréfilo
inducida por ABC. La sangre entera fue pretratada con antagonistas de los receptores purinérgicos
antes del tratamiento de 1h con ABC (5 pug/mL) o vehiculo (100%). Los antagonistas empleados
fueron A317491 (antagonista P2X2.3, 25 nM, 30 min), A804598 (antagonista P2X7, TuM, 30 min),
NF449 (antagonista P2X:, 100 pM, 15 min), MRS2500 (antagonista P2Ys, 100 uM, 15 min) y
clopidogrel (antagonista P2Y12, 30 uM, 15 min). La sangre entera se incubd con el anticuerpo anti-
CD41-PE (10 min) para asi cuantificar la fluorescencia de CD41 (marcador especifico de plaquetas)
en la subpoblacién plaquetas que se encuentras adheridas a neutrdfilos por citometria de flujo. La
figura muestra el porcentaje de la mediana de fluorescencia normalizada respecto al vehiculo
(100%); y los resultados se expresan como media = SEM (n > 4). **p< 0,01 vs. vehiculo y #p< 0,05,
##p<0,01, ####p<0,0001 vs. sangre tratada con ABC 5 pg/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
P2X; en los efectos producidos por ABC. Este receptor estad implicado tanto en la
interaccion plaqueta-endotelio como plaqueta-leucocito inducida por ABC.
Asimismo, los resultados también sefialan el papel de los receptores purinérgicos

plaquetarios, P2X;, P2Y 1y P2Y/,.

IV.B. ESTUDIOS IN VIVO

IV.B.1. Estudio del efecto de los farmacos antirretrovirales en un modelo de

generacién del trombo in vivo

IV.B.1.1. Evaluaciéon del efecto de los antirretrovirales en el modelo de

trombosis inducida por FeCl; in vivo

IV.B.1.1.1. Estandarizacién del modelo de trombosis inducida por FeCls

Antes de evaluar el efecto de los ARV, se puso a punto el modelo de trombosis
inducida por FeCls. Para ello se emplearon concentraciones crecientes de FeCl;
(25-100 mM), confeccionando asi la curva dosis-respuesta de FeCl; (Figura 61). El
FeCl; se perfundio sobre el cremaster del ratén y se determiné el tiempo de

oclusién arterial a través del microscopio intravital.
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Figura 61. Curva dosis-respuesta de FeCls. 80 uL de FeCls a diferentes concentraciones (25-100
mM) fueron perfundidas sobre el creméster del ratén y se determiné el tiempo necesario para que
se obstruyera la arteria hasta un tiempo méaximo de 8 min. A partir de los 8 min se consideré que no
se producia la oclusién arterial. La figura muestra el tiempo de oclusién, equivalente al tiempo
necesario para la formacién del trombo; y los resultados se expresan como media = SEM (n = 4)

***5<0,001 y ****p<0,0001 vs. FeCls 25 mM (ANOVA seguido del post-test Dunnett).

Se observa que las concentraciones de 75 y 100 mM de FeCls indujeron de forma
significativa una reduccién en el tiempo de oclusion de la arteria que no se dio para
las concentraciones de 25 y 50 mM (Figura 61). Asi, la concentracion 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

FeC|3

La evaluacién del efecto de los diferentes ARV sobre la trombogénesis in vivo se
llevé a cabo mediante el tratamiento via intraescrotal con los diferentes ARV como
se describe en la Figura 42 de llI.C. Métodos: técnicas in vivo, y posterior
cuantificacion del tiempo de oclusién. Como estimulo positivo los ratones fueron
tratados con rofecoxib (0,1 mg/kg, 2h, via peritoneal) o con diclofenaco (1 mg/kg,

2h, via peritoneal). Ambos farmacos son inhibidores de la COX-2.

Los ratones fueron tratados con diferentes concentraciones de ARV y
posteriormente, recibieron el estimulo de FeCl; 25 mM. Las concentraciones de
ARV empleadas mimetizaron las concentraciones plasméticas locales de los
pacientes con VIH o fueron superiores. Los resultados obtenidos revelaron que el
unico ITIAN evaluado que fue capaz de inducir la formacién del trombo fue ABC, ya
que el tiempo de oclusion disminuyd significativamente respecto al vehiculo,
(Figura 62y Figura 63). El efecto de ABC fue similar al de otros farmacos cuyo efecto

trombético esta perfectamente descrito como diclofenaco o rofecoxib.
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Figura 62. Efecto de ABC y otros ITIAN sobre la formacién del trombo en las arteriolas
cremastéricas. Los ratones fueron tratados, o bien via intraescrotal con 100 pL de salino (vehiculo),
abacavir (ABC, 2,5 - 7,5 pg/mlL), tenofovir (TDF, 7,5 pg/mL), didanosina (ddl, 7,5 pug/mL),
emtricitabina (FTC, 7,5 pg/mL), y lamivudina (3TC, 7,5 pg/mL) durante 4h, o bien por via
intraperitoneal con los estimulos positivos diclofenaco (1 mg/kg) o rofecoxib (0,1 mg/kg) durante
2h. Tras el tratamiento, el cremaster fue exteriorizado y superfundido con 80 pL de FeCls 25 mM. Las
arteriolas fueron visualizadas hasta que se detuvieran el flujo o hasta un maximo de 8 min. La figura
muestra el tiempo de oclusién empleado. Los resultados se expresan como media + SEM (n = 4)

***5<0,001, ****p<0,0001 vs. vehiculo (ANOVA seguido del post-test Dunnett).
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Figura 63. Imagenes representativas de la generaciéon del trombo inducida por ABC en
arteriolas del cremaster. En la parte superior se muestran dos imagenes de un ratén control a
distintos tiempos (tiempo inicial = 5 s y tiempo final = 480 s); mientras que la parte inferior se
muestran dos imagenes de un ratén 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 observé ningin

efecto protrombético (Figura 64).
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Figura 64. Efecto de los ITINN, CCRS5, IP e INI sobre la formacién del trombo en las arteriolas
cremastéricas. Los ratones fueron tratados via intraescrotal con 100 pL del vehiculo del farmaco
[agua acida (NVP), DMSO (RPV, ATV, DRV, EVG y RAL) y metanol (EFV, MVC y LPV)], nevirapina (NVP,
7,5 pg/mL), rilpivirina (RPV, 0,4 pug/mlL), efavirenz (EFV, 7,5 ng/mL), maraviroc (MVC, 2,5 pg/mL),
lopinavir (LPV, 7,5 pg/mL), atazanavir (ATV, 18 pg/mL), darunavir (DRV, 14 ug/mL), elvitegravir (EVG,
7,5 pg/mlL) o raltegravir (RAL, 2,5 pg/mL) durante 4h. Tras el tratamiento, el cremaster fue
exteriorizado y superfundido con 80 pL de FeCls 25 mM. Las arteriolas fueron visualizadas hasta que
se detuvieran el flujo o hasta un maximo de 8 min. La figura muestra el tiempo de oclusién. Los

resultados se expresan como media = SEM (n = 4) (ANOVA seguido del post-test Dunnett).
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Otro pardmetro analizado fue la fuerza de cizallamiento (“shear rate”) que indica la
presion 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
disminuyd hasta tender a cero cuando se terminé de ocluir el vaso, observandose
que ABC a las concentraciones de 5y de 7,5 ng/mL consigue ocluir completamente

el vaso (Figura 65).
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Figura 65. Efecto del ABC sobre la fuerza de cizallamiento. Los ratones fueron tratados via
intraescrotal, o bien con 100 uL de salino (vehiculo), o bien con abacavir (ABC, 2,5 - 7,5 ng/mL)
durante 4h. Tras el tratamiento, el cremaster fue exteriorizado y superfundido con 80 L de FeCl3 25
mM. La figura muestra la evolucién de la fuerza de cizallamiento en funcién del tiempo. Los
resultados se expresan como media # SEM (n = 4) **p< 0,01 vs control/tiempo (ANOVA- 2 vias

seguido del post-test Dunnett).
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IV.B.2. Estudio de los mecanismos por los que ABC tiene efecto protrombético

in vivo

Tras determinar que ABC tiene un efecto protrombdtico in vivo, se estudiaron los
posibles mecanismos por los que tenia ese efecto. Por un lado, se analizé el papel
del leucocito; y por otro, la implicacion del sistema de receptores purinérgicos, ya

que ambos mecanismos tenian una implicacion en los efectos de ABC in vitro.

IV.B.2.1. Analisis del papel leucocitario en el modelo de trombosis inducida

por ABC: modelo leucopénico

Para determinar el papel del leucocito en el efecto protrombdtico de ABC se
establecié un modelo murino de leucopenia inducido por ciclofosfamida (CPM). La
CPM es un farmaco que induce una deplecién en el nimero de leucocitos. De este
modo, 150 mg/kg de CPM se administraron via intraperitoneal (dia 1). Al cabo de 4
dias, se observé que se produjo no solo una reduccion de mas del 80% del nimero
total de leucocitos respecto a la cantidad inicial (Figura 66. A), sino que también se
demostré una reduccidn significativa en cada una de las subpoblaciones
leucocitarias: linfocitos (Figura 66. B), neutréfilos (Figura 66. C) y monocitos (Figura

66. D).
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Figura 66. Generacion del modelo leucopénico. Comparaciéon evolutiva del nimero de
leucocitos (linfocitos, monocitos y neutréfilos) tras el tratamiento por via intraperitoneal con 150
mg/kg de ciclofosfamida. Las figuras muestran la evolucién en el tiempo del ndmero de A.
leucocitos/mm3 de sangre, B. linfocitos/mm3 de sangre, C. neutréfilos/mm?® de sangre y D.

monocitos/mm?3 de sangre.

Una vez validado el modelo leucopénico, se llevd a cabo el modelo de trombosis

inducida por FeCls, después del tratamiento de 4h con ABC 5 pg/mL (Figura 67).

159



Resultados

600+ Hi
O Normal
;§ Bl Leucopénico
S 4004
U
)
o
v *kk*k Hxk
é_ 200~ T | f
g g
=
0 (@ (&
4 o 0 o o
‘\0’\ i "0§ i
& \3& 3‘00 & 3" * 3@0
X o« &
o o

Figura 67. Determinacién del papel del leucocito en el efecto protrombético de ABC. El grupo
leucopénico fue tratado con ciclofosfamida (CPM, 150 mg/kg, via intraperitoneal) 4 dias antes del
tratamiento con los fArmacos evaluados o con los controles. Tras los 4 dias, los ratones fueron
tratados 4h con salino (vehiculo), con ABC (5 pg/mL), o con rofecoxib o diclofenaco (1 mg/kg, 2h,
via intraperitoneal), —ambos inhibidores de la COX-2 (controles positivos)-. Después del
tratamiento, el creméaster fue extraido y superfundido con 80 uL de FeCls 25 mM. Las arteriolas
fueron visualizadas durante 8 min o hasta que se detuviera el flujo. La figura muestra el tiempo de
oclusiéon. Los resultados se expresan como media * SEM (n = 4) **p<0,01, ***p<0,001 y
****5<0,0001 vs vehiculo correspondiente; ####p<0,0001 vs grupo normal con ABC (ANOVA

seguido del post-test Dunnett).

Los resultados obtenidos indicaron que el efecto protrombdtico 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 protrombdéticos
como rofecoxib o diclofenaco se siguié manteniendo a pesar de esta ausencia de

los leucocitos.
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IV.B.2.2. Andlisis de la implicacion 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 FeCl; mediante el pretratamiento (30
min) con antagonistas especificos de los receptores P2X,3 y P2X;, A317491 y
AB804598, respectivamente, via intraperitoneal, antes del tratamiento con ABC 5

pug/mL via intraescrotal durante 4 h.

Los resultados mostraron que el pretratamiento con A317491 no modificé los
efectos de ABC, mientras que el pretratamiento con A804598 fue capaz de revertir
el efecto protrombdtico inducido ABC; demostrando que el receptor P2X; participa

en este mecanismo (Figura 68).
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Figura 68. Implicacién de los receptores purinérgicos en el efecto protrombético de ABC. Los
ratones fueron pretratados durante 30 min con los antagonistas purinérgicos A317491 (antagonista
del receptor P2X23, 0,1 pg/kg,) y A804598 (antagonista del receptor P2X7, 1ug/kg,) antes de ser
tratados con ABC 5 ng/mL. o con salino (vehiculo). Tras el tratamiento, el creméster fue exteriorizado
y superfundido con 80 pL de FeCls 25 mM. Las arteriolas fueron visualizadas hasta que se detuvo el
flujo durante un tiempo maximo de 8 min. La figura muestra el tiempo de oclusién. Los resultados
se expresan como media = SEM (n = 4) ***p<0,001, ****p<0,0001 vs. vehiculo y ###p< 0,001 vs ABC

sin antagonista (ANOVA seguido del post-test Dunnett).

Ademas, la implicacion del receptor P2X; en esta respuesta fue también
demostrada en animales deficientes en el receptor P2X; (Figura 69), en los que ABC
no indujo efecto protrombético, mientras que los farmacos diclofenaco y rofecoxib

mantuvieron el efecto trombético.

162



Resultados

600 HHH
0 WT
c u
§ 480 B P2X, KO
8 400+
Y]
o
[
t *%k% Fkk
9 200 T [ =
g —|_ Srnn FEEE
2
0 @ @]
\© o 0 NS o 0
'\C) Vib leo O+\ '\C’o 3 (\’bo O+\
Aé(\ CS)\Q’ ‘@0 Q?\}\ 8\8 \?’o
P S X0 9

Q o
Figura 69. Implicacién del receptor P2X57 en el efecto protrombético de ABC. Ambos grupos de
ratones, cepa salvaje (WT) y cepa deficiente en el receptor P2X7 (P2X7 KO) fueron tratados 4h con
salino (vehiculo), con ABC (5 pg/mL), con diclofenaco o con rofecoxib (1 mg/kg y 0,1 mg/kg —
respectivamente—, 2h, via peritoneal), —ambos inhibidores de la COX-2 (controles positivos)-.
Después del tratamiento, el creméster fue exteriorizado y superfundido con 80 uL de FeCl3 25 mM.
Las arteriolas fueron visualizadas hasta que se detuvo el flujo durante un tiempo méximo de 8 min.
La figura muestra el tiempo de oclusién. Los resultados se expresan como media * SEM (n = 4)
***5<0,001 y ****p<0,0001 vs vehiculo 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 inflamacién de placas

ateroescleréticas

Con el propésito de profundizar en el papel de ABC sobre la inflamacion se empled
la PET, usando '8F-FDG como radiomarcador, ya que es una técnica validada que
permite relacionar el estado inflamatorio de la placa aterosclerétic —esencial para
la patofisiologia de la placa— con la captacién de '8F-FDG (237-241). Esta relacion
se basa en la composicion celular de las zonas inflamadas, donde hay una alta
densidad de macréfagos que son los responsables de dicha captacion. Esta
captacion se cuantific6 mediante el SUV (g/cm3) que es el valor estandar de

captacién del radiomarcador.

IV.B.3.1. Analisis del efecto de ABC en funcién de la dieta en el modelo de

aterosclerosis: ApoE KO

La evaluacién del efecto proinflamatorio de ABC se analizé utilizando un modelo
murino deficiente en la apolipoproteina E (ApoE KO), modelo aterosclerdtico
validado (242). Ademas, los ratones fueron divididos en dos grupos en funcién de
la dieta recibida; las dietas que se utilizaron fueron: dieta normal (DN) y dieta grasa
(DQG). Esta alimentacidén especifica fue efectuada durante tres meses con el
propdsito de acrecentar el desarrollo de placas ateroscleréticas. Durante el dltimo
mes, los animales fueron tratados con ABC (3 mg/dia) o con vehiculo (agua) via oral.
Tras el tratamiento, se cuantificé la captacién de "®F-FDG en la region del miocardio

y en la aorta con el fin de determinar el estado inflamatorio (Figura 71).
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APOE KO

Figura 70. Imagenes representativas de la PET de la zona del corazén (vista sagital). Cada

Control

imagen representa una condicién 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 causé un aumento de la captacién de '8F-FDG, en ambos grupos (DN y DG)
(Figura 71). En el caso del grupo alimentado con DN, el incremento de la
capacitacion de '8F-FDG fue significativo. Por otro lado, los resultados mostraron
que la captacion de "8F-FDG fue menor en los animales alimentados con DG

respecto a las condiciones andlogas con DN (Figura 71).
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Figura 71. Efecto de la dieta y el tratamiento sobre la capitacién de '®F-FDG en el modelo
aterosclerético. Los ratones fueron tratados, o con ABC (3 mg/dia) o con vehiculo (agua)
durante 3 meses via oral. Durante el tratamiento fueron alimentados, o bien con dieta normal
(DN), o bien con dieta grasa (DG). Después del tratamiento, se llevé a cabo la captacién de
"F_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 conllevaria a un aumento de la captacion de "8F-FDG
dado que es un factor de riesgo en el desarrollo de las placas de ateroma, si que
demostré que el tratamiento crénico de ABC promueve el desarrollo dependiente

de la placa aterosclerdtica.
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En los dltimos 30 afos, la introduccion de la TARc para el tratamiento de la infeccidn
por el VIH ha permitido considerar el SIDA como una enfermedad crénica en lugar
de como enfermedad mortal. Sin embargo, el uso de la TARc ha sido asociado con
la aparicion de diversos efectos adversos, entre ellos las ECV (243,244). Es dificil
establecer el alcance de cada uno de los farmacos de manera independiente,
debido al hecho de que estos se pautan de manera combinada. ABC —que se ha
empleado extensamente en las pautas posoldgicas 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 Ml (140). La
relacién entre ABC y la probabilidad de sufrir Ml se sefialé por primera vez en 2005
(137), y el estudio multicohorte D:A:D confirmé dicha relacién en 2008 (138). Esta
asociacion fue corroborada por otras investigaciones (245-249) e incluso un estudio
D:A:D posterior puntualizé que ABC podia 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 correlacién
entre ABC y el aumento en la frecuencia de eventos CV (250-252). Esto originé la
tan dilatada controversia entorno al uso de ABC en la terapéutica contra la infeccidn
por el VIH, que hoy en dia sigue vigente. Tanto |a falta de consenso entre los datos
clinicos de diferentes grupos (253) como la ausencia de un mecanismo molecular
de accién claro que justifique la cardiotoxicidad de ABC acrecientan, todavia, la

polémica alrededor de este ARV.

Clinicamente se ha asociado a ABC con una respuesta inflamatoria vascular aguda
(138). En este sentido, se relacioné a ABC con los procesos iniciales de la
inflamacién vascular y la disfuncion plaquetaria a consecuencia de la disminucién
de la enzima NOS (144). Ademaés, nuestro grupo demostré que ABC, a
concentraciones clinicamente relevantes (5 pg/mL), tiene un efecto proinflamatorio
ya que promueve el aumento de la interaccién leucocito-endotelio tanto in vitro

como in vivo (146,254). Esta interaccidn constituye el primer paso en el desarrollo
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de las ECV con componente inflamatorio (255). También, se establecié que dicha
interaccion estd mediada por las moléculas de adhesion Mac-1 leucocitaria e ICAM-
1 endotelial (146). Asimismo, nuestro grupo observé que Unicamente ABC y ddl
favorecian esa interaccion; mientras que AZT, 3TC, FTC y TDF no fueron capaces de
inducirla (256). Este hecho se correlacioné con la estructura quimica de los ARV, ya
que —a pesar de que todos son ITIAN—- ABC y ddI son analogos de purina, AZT, 3TC
y FTC son anédlogos de pirimidina, y TDF es andlogo de nucledtido y no de
nucledsido como el resto (Figura 18). Consecuentemente, nuestro grupo se planted
la participacion del sistema purinérgico en los efectos CV desencadenados por
ABC, debido a su similitud estructural con la guanina y las purinas endégenas (ATP,
ADP, AMP, etc.), y logré establecer el papel del receptor P2X; leucocitario como

mediador de la interaccién leucocito-endotelio inducida por ABC (257).

Las purinas enddgenas son moléculas esenciales ya que participan en las
principales vias de sefializacion celular paracrina, interactuando con los receptores
vasculares de nucledtidos P2, que a su vez desencadenan tanto procesos
proinflamatorios como protrombéticos (258,259). Esto se traduce en la activacion y
la acumulacién de leucocitos sobre el endotelio, en la activacién plaquetaria,
culminando en la formacién de la placa aterosclerética. El papel de la plaqueta es
fundamental para pasar de un proceso inflamatorio a un proceso trombético (260).
Hay estudios que sefialan el papel ABC sobre la funcién plaquetaria (145,261-
263);no obstante, estos ensayos abarcan exclusivamente la agregacion o la
activacién plaquetaria, y no contemplan la interaccién de la plaqueta con otras

células vasculares y sanguineas (como las células endoteliales y/o leucocitos).

En la presente Tesis Doctoral se ha perseguido profundizar en los efectos de ABC

y de otros farmacos antirretrovirales sobre la funcién plaquetaria analizando su

efecto sobre la reactividad plaquetaria (activacién y agregacién) y sobre la adhesién
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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
evalué el tipo celular, las moléculas de adhesion y los receptores purinérgicos
involucrados en dichas interacciones in vitro. Del mismo modo, se ha tratado de
perfilar el efecto proinflamatorio y protrombdtico de ABC y de otros
antirretrovirales in vivo. Asi, se ha demostrado que ABC no induce activacion ni
agregacién plaquetaria, pero si que es capaz de provocar interacciones plaqueta-
endotelio e interacciones plaqueta-leucocito a concentraciones clinicamente
relevantes. Ademas, in vivo es capaz de promover la generacién del trombo en el
modelo de trombosis inducido por FeCls 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 protrombdticas.
Unicamente 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 agregacién

plaquetaria inducida por ADP.

La reactividad plaquetaria involucra tanto la activacion como la agregacién
plaquetaria. En ciertas condiciones patoldgicas se promueve una reactividad
permanente y exacerbada desarrollando lo que se conoce como reactividad
plaquetaria alta (HPR) o hiperreactividad plaquetaria (264). Esta condicién es
considerada factor de riesgo tanto de trombosis como de MI (265). En cuanto a la
activacién plaquetaria (medida como expresion de P-selectina y GPIIb/Illa mediante
citometria de flujo), nuestros resultados sefialaron 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 observé que la administracion ex vivo de
ABC en la sangre de donantes sanos no suscitaba la expresién de marcadores
propios de la activacidén plaquetaria, incluso a concentraciones elevadas (80

png/mL); excepto en un estudio donde se reporté que ABC inducia una potenciacién
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de la agregacién plaquetaria inducida por ADP (145). En este sentido, otros ensayos
donde se evalta la sangre de pacientes con VIH, cuya pauta incluye ABC, concluyen
la existencia de una hiperactividad plaquetaria (261-263). Respecto al efecto sobre
la agregacién plaquetaria —evaluada con un agregdémetro de impedancia—,
nuestros resultados demostraron que ABC no fue capaz de inducirla ni de potenciar
el efecto agregante de ADP. Estos resultados estarian en concordancia con el hecho
de que ABC tampoco fue capaz de inducir la expresion en plaquetas de la molécula
de adhesién responsable de la agregacidn plaquetaria GPllIb/llla. El resto de los
farmacos evaluados, tampoco tuvieron efecto sobre la agregacién a excepcién de
RAL (ARV tipo INI) que produjo una reduccion de la agregacién inducida por ADP
(5 uM) (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 reduccién en la
hiperreactividad plaquetaria y en la adhesién plaqueta-monocito (266). En
definitiva, nuestros resultados sugieren que ABC no produce ninguin efecto directo
sobre las plaquetas (estimulacion) o sobre la interaccidn de las plaquetas con otras

plaquetas.

A pesar de que ABC no tuvo efecto sobre la agregacion entre plaquetas, para la
formacién 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 adhesion plagueta-endotelio determinada mediante
la cdmara paralela de flujo, el Gnico ITIAN evaluado que favorecid significativamente
esta interaccion fue ABC (Figura 47). El efecto de ABC fue dosis dependiente vy,
concretamente, la concentracion clinicamente relevante (5 ug/mL) produjo un
efecto similar al estimulo positivo. Esto esté en linea con los resultados previos del
grupo sobre el reclutamiento de los leucocitos por parte del endotelio, con la
salvedad de la ddl que no causé interaccidn plaqueta-endotelio pero si la

interaccidn de leucocitos con el endotelio (256,267,268). Asimismo, todos los ITINN
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evaluados (NVP, RPV y EFV) si indujeron la interaccion plaqueta-endotelio; mientras
que el resto de ARV evaluados no (Figura 48). Estos resultados estdn en
consonancia con el efecto de estos farmacos sobre la interaccion leucocito-
endotelio (148). De hecho, a EFV y RPV se les ha asociado mayor riesgo de

desarrollar arritmias cardiacas (111).

Con el propdsito de profundizar en el tipo celular sobre el que actia ABC para
inducir la interaccion de las plaquetas con el endotelio, se traté selectivamente las
células endoteliales y/o las plaquetas con ABC para asi determinar la contribucién
de cada tipo celular. Cuando fueron tratadas Unicamente las células endoteliales y
no las plaquetas con ABC, se observé un efecto similar en la interacciéon plaqueta-
endotelio a cuando se trataron ambos tipos celulares. Por el contrario, cuando
fueron tratadas las plaquetas y no las células endoteliales no se observé la adhesion
plaquetaria sobre el endotelio (Figura 55). Estos resultados demuestran que ABC
promueve la unién de las plaquetas al endotelio, paso crucial en la trombogénesis,
y subrayan que la principal diana de accién de ABC son las células endoteliales,
mientras que las plaquetas desempefan un papel pasivo. No obstante, a pesar de
que ha demostrado que ABC no induce directamente la activacién o la agregacién
plaquetaria in vitro, no se puede descartar que la interaccion plaqueta-endotelio
inducida por ABC, promueva a posteriori la activacion y la agregacién plaquetaria.
Ello estaria en concordancia con que la hiperactividad plaquetaria inducida por
ABC vy sefialada anteriormente en estudios clinicos realizados en pacientes
infectados por VIH y en tratamiento con ABC que es secundaria a una accion previa
in vivo de ABC sobre el endotelio o sobre otros elementos vasculares que

indirectamente activarian a las plaquetas (269).
Una vez ABC estimula el endotelio, la interacciéon con las plaquetas circulantes estéa

mediada por moléculas de adhesién especificas de cada tipo celular (Figura 72). En

este sentido, se observd que las moléculas implicadas en esta adhesion fueron, por
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un lado, la P-selectina e ICAM-1 endoteliales que son inducibles interaccionando
con GPlba y GPllb/Illa plaquetarias constitutivas, respectivamente (Figura 56)
(270,271), ya que el bloqueo de otras moléculas de adhesiéon como PSGL-1
endotelial o JAMC, PSGL-1 y P-selectina plaquetarias no alterd los efectos de ABC.
Estos resultados sugieren que el farmaco estaria mediando el rodamiento de
plaquetas a través de la interaccion de P-selectina endotelial (inducible) con
GPlba plaquetaria (constitutiva), mientras que la unién de ICAM-1 endotelial
(inducible) con GPIIb/llla (constitutiva) seria responsable del proceso de adhesion

(260).

GPlIb/llla

a
JAMC

CELULA
ENDOTELIAL

P-selectina

p2x, P-selectina

Figura 72. Interaccién plaqueta-endotelio inducida por ABC. La interacciéon plaqueta-endotelio
estd mediada por diferentes moléculas de adhesién (toda ellas indicadas). Las moléculas de
adhesién que estan involucradas en el efecto de ABC estdn marcadas sin trasparencia, siendo GPlba
plaquetaria con P-selectina endotelial y GPlIb/Illa 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 participacion del sistema purinérgico en la interaccién plaqueta-
endotelio producida por ABC, se demostré la implicacion del receptor P2X; —
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, bloqueé el efecto de ABC
(Figura 57). Ademas, el efecto de ABC no se observo con el pretratamiento de las
células endoteliales con A804598, antagonista selectivo del receptor P2X; (Figura
57). Pero, por el contrario, no se aprecié la reversion del efecto de ABC con el
pretratamiento de las células endoteliales con otros antagonistas como NF023 y
A317491, que bloquean los receptores P2X; 4y P2X; 3, respectivamente (Figura 57).
Del mismo modo, el pretratamiento de las plaquetas con clopidogrel (P2Y;3),
MRS2500 (P2Y,) y NF449 (P2X;), antagonistas de los receptores P2 plaquetarios
(67), no tuvo ningun efecto sobre la accién de ABC en la adhesién plaqueta-
endotelio (Figura 57). El hecho de que la apirasa bloqueara el efecto de ABCy otros
resultados del grupo en los que la apirasa no fue capaz de hidrolizar ABC, pero si
ATP, demostré el papel del ATP de forma indirecta en esta respuesta y fue la base
para demostrar que el ABC actia como modulador alostérico del receptor P2X;

(272).

Por otro lado, en lainteraccidn de las plaquetas con los leucocitos —paso importante
en el desarrollo del trombo- evaluada por citometria de flujo a través de la
expresion del marcador de plaquetas en la poblacién leucocitaria de neutrdfilos, se
observd que el Unico ARV que, a concentraciones clinicamente relevantes, indujo
especificamente esta interaccion fue ABC de forma concentracion-dependiente
(Figura 49). El resto de ARV no promovieron la adhesién plaqueta-leucocito incluso

a concentraciones elevadas (Figura 50).
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Al igual que en la interaccion plaqueta-endotelio, también se determiné la
trascendencia del tipo celular en la adhesién plaqueta-leucocito inducida por ABC
tratando selectivamente un tipo celular. Cuando fueron tratados los neutréfilos y no
las plaquetas, se observé un efecto similar en la interaccion plaqueta-neutrdfilo al
observado cuando se trataron ambos tipos celulares. Por el contrario, cuando
fueron tratadas las plaquetas y no los neutréfilos, no se advirtié la adhesion
plaquetaria sobre el leucocito (Figura 58). En esta ocasién, se determind que el
papel de ABC recae sobre el neutréfilo, 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 adhesion especificas involucradas en la interaccién
plaqueta-neutrdfilo (Figura 73), se determiné la implicacién de PSGL-1 del
neutréfilo (expresada constitutivamente) y de P-selectina de la plaqueta, ya que
cuando se pretraté cada uno de estos tipos celulares con anticuerpos frente a estas
moléculas, la interaccién plaqueta-neutréfilo inducida por ABC fue revertida.
También, se demostré que el efecto de ABC sobre la adhesién plaquetaria al
neutrdfilo es independiente de la molécula de adhesién leucocitaria, Mac-1, y de

las moléculas de adhesién plaquetarias, GPlba y JAMC (Figura 59).
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Figura 73. Interaccién plaqueta-neutréfilo inducida por ABC. La interaccién plaqueta-neutréfilo
estd mediada por diferentes moléculas de adhesién (toda ellas indicadas). Las moléculas de
adhesién que estan involucradas en el efecto de ABC estan 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 interaccion plaqueta-neutréfilo inducida por ABC estd mediada por el
receptor P2X; leucocitario (Figura 73), ya que esta fue revertida cuando los
leucocitos fueron pretratados con el antagonista selectivo del receptor P2X5,
A804598, y no con A317491, antagonista selectivo del receptor P2X; 3. Ademas, el
efecto de ABC también fue prevenido con el pretratamiento de las plaquetas con
clopidogrel (P2Y4,), MRS2500 (P2Y,) y NF449 (P2X,), 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 estén en sintonia con los previos en los que la plaqueta tenia un
papel pasivo, pero algunos de los datos obtenidos en esta tesis podrian ser
contradictorios con esta afirmacién. Asi, P-selectina participa en la interaccién
plaqueta-neutrdfilo inducida por ABC vy, para ello, su expresidn se tendria que
inducir y, en nuestras condiciones, ABC no induce la expresién de P-selectina.
Ademés, los receptores plaquetarios P2Y1,, P2Y1 y P2X,, también, participan en esta
respuesta. Nuestra hipdtesis seria que al activarse el receptor P2X; leucocitario, el
leucocito liberaria algin mediador que fuera capaz de activar los receptores
purinérgicos plaquetarios —P2Yy,, P2Y; y P2X;— (273), y, como consecuencia,
inducir la expresidn de P-selectina plaquetaria que se uniria a PSGL-1 leucocitaria
estableciendo la interaccion entre ambos tipos celulares. Estudios adicionales
serfan necesarios estudios adicionales a este nivel para determinar si es correcta

esta hipdtesis.

En lo referente al efecto protrombético de los ARV evaluados in vivo, se empleé el
modelo validado de trombosis inducida por FeCls. Se ha demostrado que es una
herramienta efectiva para el estudio de las vias implicadas en la trombogénesis y
que permite analizar los efectos pro- y antitrombdticos de los farmacos (220). El
FeCl; es un agente quimico que provoca dafio endotelial a concentraciones lo
suficientemente altas que da lugar directamente a la induccién 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 perfundié FeCl; a una concentracién 25 mM,
concentracion que per se no indujo la oclusién de las arteriolas del cremaster
(Figura 61). Nuestros ensayos demostraron que el Unico ARV administrado
localmente, via intraescrotal, que promovio la formacion de los trombos arteriales
fue ABC a concentraciones clinicamente relevantes (257,274). Este efecto es dosis

dependiente y especifico de ABC, ya que ningtn otro ARV lo reprodujo, incluso a
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concentraciones altas (Figura 62 y Figura 64). Ademas, sus efectos fueron similares
en magnitud a los de otros farmacos que se han relacionado con el riesgo de Ml
como diclofenaco o rofecoxib y que actian a través de la inhibicién de COX-2,
mecanismo de accién 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 interaccion plaqueta-endotelio o leucocito-endotelio (146,256,267).

Posteriormente, se identificé que el efecto de ABC in vivo estd mediado por los
leucocitos y por el receptor P2X;. En cuanto al papel del leucocito, este se puso de
relevancia gracias al modelo leucopénico inducido por CPM (221,275). La
administracion de este compuesto provoca una deplecién en el nimero de
leucocitos en los ratones. En el grupo de ratones deficientes en leucocitos, ABC no
fue capaz de inducir un efecto protrombético (Figura 67). Por tanto, estos datos
confirman el papel angular de los leucocitos en el efecto protrombaético de ABC.
Estos resultados fueron validados por el hecho de que el efecto protrombético de
otros agentes trombdticos como diclofenaco o rofecoxib persistié en los animales
leucopénicos. Ambos farmacos estdn correlacionados claramente con un mayor
riesgo de MI (276,277) y, ademds, se conoce su mecanismo de accién, el cual
conlleva la inhibicién de la produccién de prostaciclina endotelial tras la inhibicidn
de la COX-2. También se atribuyd un papel al receptor P2X; en el efecto
protrombatico in vivo de ABC, ya que dicho efecto se revirtié cuando los ratones
fueron pretratados con A804598, antagonista especifico del receptor P2X7, y no con
A317491, antagonista especifico del receptor P2X,.3 (Figura 68). Estos resultados
fueron validados en los ratones deficientes en el receptor P2X5, en los que ABC no
provocd ningun efecto protrombdtico, mientras que los farmacos diclofenaco y
rofecoxib si (Figura 69). Estos resultados estan en consonancia con la bien conocida
conexion entre el receptor purinérgico P2X; y las respuestas inflamatorias

vasculares (259), y, también, con la mas reciente asociacion entre este receptor y
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patologias 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
multiple, etc.), enfermedades renales (enfermedad renal poliquistica, nefritis, etc.),
enfermedades pulmonares (sindrome de distrés respiratorio agudo, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica), gota y cancer (278). Estos resultados in vivo también
estan en linea con los resultados previos in vitro descritos en la presente Tesis

Doctoral.

Finalmente, con el propdsito de ir un paso hacia delante en el dmbito clinico,
concretamente en direccién a la aterosclerosis se utilizé un modelo murino
deficiente en la Apo E. Esta proteina presenta un interés particular en el desarrollo
de la aterosclerosis por sus propiedades ateroprotectoras, al unirse a LDL y mediar
asi la eliminacion de estas Ultimas (279). Asimismo, se ha visto, recientemente, que
la Apo E puede controlar la liberacion de microvesiculas que modulan la
inflamacion y, por ende, la propia aterosclerosis (280). Por tanto, la deficiencia de
esta proteina estéd asociada a una mayor probabilidad de aterosclerosis (281,282).
En este sentido, los ratones deficientes en la Apo E presentan una mayor
predisposicidn a desarrollar ateromas. Para realizar los experimentos, los ratones
fueron alimentados con dos dietas diferentes, normal y grasa, para ver también
como influia este factor en el efecto de ABC. En cuanto al efecto per se de ABC, los
resultados que se obtuvieron sefalaron que el tratamiento crénico durante un mes
tiene un efecto proinflamatorio (Figura 71). Esto concuerda con el caracter
proinflamatorio de ABC y remarca a ABC como factor de riesgo ante unas
condiciones CV comprometidas preexistentes (139). No obstante, los resultados
obtenidos en funcién de la dieta no fueron los esperados inicialmente, ya que se

esperaba observar una mayor inflamacién en los ratones alimentados con dieta
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grasa. Una posible explicacién de este hallazgo se debe al ayuno previo al cual son
sometidos los animales para llevar a cabo la técnica. Este ayuno provocaria una
inhibicién del metabolismo de la glucosa en el miocardio debido a que el
metabolismo que estd inducido es el de los acidos grasos (ciclo de Randle), a
diferencia de otros érganos que solo pueden emplear como fuente de energia la

glucosa (283).

En resumen, a pesar de que ABC no induce ni la activacion ni la agregacién
plaquetaria, si promueve pasos previos como son la interaccién plaqueta-endotelio
o la interaccién plaqueta-neutrdfilo. Esto se debe fundamentalmente a la activacién
endotelial o leucocitaria a través de la activacion de los receptores P2X; que
posteriormente desencadenarian la adhesién de las plaguetas sobre ambos tipos
celulares gracias a la interaccion de diferentes moléculas de adhesion. En el caso
de la interaccién plaqueta-endotelio, interacciona la P-selectina e ICAM-1 del
endotelio con GPllIb/llla y GPlba de las plaquetas. En el caso de la interaccién
plaqueta-neutrdfilo, interacciona PSGL-1 del neutrdfilo con P-selectina de la
plaqueta. Estas interacciones constituyen etapas claves de la trombogénesis (Figura
74). Por ultimo, ABC no solo induce las etapas pretrombdticas sino que también
tiene la capacidad de generar las condiciones que promueven la formacién del
trombo in vivo a través de una accion en la que participa el receptor purinérgico

P2X;.
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Figura 74. Diagrama del efecto de ABC en los diferentes procesos involucrados en la
trombogénesis. ABC induce las interacciones neutréfilo-endotelio (A), plaqueta-endotelio (B) y
plaqueta-neutréfilo (C); mientras que no tiene un efecto directo sobre la activacién (D) y agregacién

plaquetaria (E). Finalmente, todas estas interacciones desencadenan en la formacién del trombo (F).

Los resultados de la presente Tesis Doctoral contribuyen a esbozar el perfil de
acciones de protrombdticas de ABC que es compatible con la induccién de
inflamacion vascular y apuntan a una posible explicacion farmacoldgica para la
asociacion de ABC con las enfermedades vasculares. No obstante, se ha de tener
precaucién al extrapolar datos experimentales a un entorno clinico, 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 serian necesarios para poder caracterizar

completamente esta respuesta.
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Conclusiones

Abacavir no induce activacién ni agregacién plaquetaria, pero si que es capaz
de provocar interacciones plaqueta-endotelio e interacciones plaqueta-
leucocito a concentraciones clinicamente relevantes. Ademas, in vivo es capaz
de promover la generacién del trombo en el modelo de trombosis inducido
por FeCl; y de agravar el estado inflamatorio en el modelo murino de

aterosclerosis ApoE KO.

El resto de ARV analizados (TDF, ddl, FTC, 3TC, NVP, RPV, EFV, MRV, LPV, ATV,
DRV, EVG y RAL) no indujeron ni in vitro ni in vivo ninguna de estas respuestas
protrombéticas. Unicamente 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 agregacién plaquetaria inducida por ADP.

Las interacciones plaqueta-endotelio y plaqueta-leucocito inducidas por ABC
se deben a la accién de ABC sobre el endotelio y sobre el leucocito,

respectivamente; teniendo la plaqueta en ambas respuestas un papel pasivo.

Las interacciones plaqueta-endotelio causadas por ABC se deben a la
activacidn del receptor endotelial P2X; y a la interaccién de las moléculas de
adhesion endoteliales P-selectina e ICAM-1 con las plaquetarias gplib/llla y

gplba.

Las interacciones plaqueta-neutréfilo producidas por ABC son consecuencia
de la activacién del receptor leucocitario P2X; y de los receptores plaquetarios
P2Xq, P2Y; y P2Yy,. Este proceso también necesita la interaccion de la

molécula de adhesion leucocitaria PSGL-1 con la plaquetaria P-selectina.

El efecto protrombdtico de abacavir in vivo depende de la acciéon de ABC

sobre los leucocitos y sobre los receptores P2X;.
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Certificados

VNIVERSITAT
[® VALENCIA

M? Dolores Simd Piera, Técnica Superior de Prevencidn de Riesgos
Laborales, especialidad de Higiene Industrial, y Secretaria del Comité de
Bioseguridad, de la Comision de Etica en Investigacién Experimental de la
Universitat de Valéncia,

CERTIFICA:

Que, reunido el Comité de Bioseguridad de la Universitat de
Valéncia, el dia 14 de marzo de 2016, y estudiado el proyecto de
investigacion ttulado: “Estudio del mecanismo responsable de la
sobre la interaccion leucocito/endotelio/plaqueta” cuyos
investigadores principales son Juan Vicente Esplugues Mota y
Angeles Alvarez Ribelles, ha acordado emitir

INFORME FAVORABLE

- Sobre las medidas de contencion aphcadas (segin RD
664,/1997)

- En e! cumplimiento de los principios eplicados de Seguridad
e Higiene en el trabajo establecidos en la normativa vigente.

Y para que conste, se firme el presente certificado en Valencia, a 21 de
marzo de 2016

Fste certificado se omite de acverdo 8 la mformaodn sportads por el/ls nvesbgedon’a
vicipal Cualquver en los et de trabajo debend comunicarse prewamente a
oste Comre que, o0 Su Coso, s wn nuevo certiicado.

229






Certificados

CAPENTRA

DEPARTAMENT CLINIC NALVA-ROSA

%GENERALITAT VALENCIANA
W

Hospital Clinic  Universitari

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CUNICA DEL HOSPITAL CLINIC UNIVERSITARI DE
VALENCIA

Diia, Cristina Gomis Gozalbo, Secretarla del Comité Etico de Investigacidn Clinica del Hospital Clinic
Universitari de Valencia

CERTIFICA
Que en este Comité, en su reunion de fecha 26 de noviembre de 2015, y segln consta en el acts de la misma,
se han analizado los aspectos éticos y cientificos relacionados al proyecto de investigacién que lleva por

titulo:

Estudio del i resp ble de la toxicidad vesculor de abacavir: papel del sistemo purinérgico
sobre lo interaccion leucocito/endotelio/plaqueta

Mismo que serd llevado @ cabo en la Facultad de Medicina en el Departamento de Farmacologia y cuyos
investigadores principales son la Dra. Angeles Alvarez Ribelles y el Dr. Juan Vicente Esplugues Mota,
acordando que redne las caracteristicas adecuadas referentes a informacién a los pacientes y cumplimiento
de los criterios éticos para la investigacién médica y biomédica establecidos en la Declaracién de Melsinki
(Junio 1964, Helsinki, Finlandia) de la Asamblea Médica Mundial, y sus revisiones (Octubre 1975, Tokio,
Japdn), {Octubre 1983, Ye necia, Italia), {Septiembre 1989, Hong Kong|, (Octubre 1996, Scmerset West,
Sudalrica), [Octubre 2000, Edimburgo), (Octubre 2008 Sedl, Corea} y (Octubre 2013 Fortaleza, Brasil) y en la
Decloracion Universal sobre ¢l Genoma Humano y los Derechos del Hombre de la UNESCO ¢ los acuerdos
del Protocolo Adicionol del Consejo de Europa para la proteccion de los Derechos del Hombre y de la
dignidod del ser humano frente a lo aplicaciones de la biologio y de lo medicing (Paris 12-1-1398, ratificado
el 23-7-1999).

Lo que certifico a efectos oportuno} de la convocatoria del Programa Estatal de Invetigacion, Desarrollo e
Innovacién de Retos de la Sociedad 2015.

Valencia, 26 de noviembre de 2015.

Fdo. : Dra. Difa. Cristina Gomis s&albo
Secretaria del Comité Etico de dn\kstigacion Clinica

| F A

vy '\_
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Certificados

5 GENERALITAT
& VALENCIANA

DIRECCION GENERAL DE AGRICULTURA,
GANADERIA Y PESCA

Unién Europea

AUTORIZACION PROCEDIMIENTO 2017/VSC/PEA/00083

\ista la solicitud realizada en fecha 09/05/17 con n° reg. entrada 20848 por D/D®. Pilar Campins
Falcé, Vicerrectora de Investigacion y Politica Cientifica, centro usuario ES460250001003, para
realizar el procedimiento:

“Estudio del mecanismo responsable de la toxicidad v. lar de Ab ir: papel del
sistema purinérgico sobre la interaccion leucocito/endotelio/plaqueta.”

Teniendo en cuenta la documentacién aportada, segdn se indica en el articuleo 33, punto 5y 6, y
puesto que dicho procedimiente se halla sujeto a autorizacién en virtud de lo dispuesto en el
articulo 31 del Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero,

Vista la propuesta del jefe del servicio de Produccion y Sanidad Animal.

AUTORIZO:
la realizacion de dicho procedimiento al que se le asigna el codigo: 2017/VSC/PEA/00083 tipo 2,
de acuerdo con las caracteristicas descritas en la propia documentacién para el nimero de
animales, especie y periodo de tiempo solicitado. Todo ello sin menoscabo de las autorizaciones
pertinentes, por otras Administraciones y entidades, y llevandese a cabo en las siguientes
condiciones:
Usuario; Universitat de Valencia
Responsable del proyecto: Angeles Alvarez Ribelles
Establecimiento; Animalario Facultad de Medicina — Campus Blasco Ibafiez

N i Vs

Valencia a, fecha de la fima electrénica

El directer general de Agricultura, Ganaderia y Pesca

w” ENEDALLTTA

, \ K\ LA
signet‘ per Rogelioc Llanes Ribas el
23/05/2027) 19105720, 4 |

! VAl T\

A} \ N

CIVALOPIY L TNFESRINID  URL valdaciSechnps Vnwe inwsin pra exioov: fmd indes fvesuidens LTTPRY A TSLIOAEE )R I NID
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Certificados

VNIVERITAT
DVALENCIN

Ernest Cano Cano, Vicerrector de Ordenacién Académica y Profesorado, de la Universidad de Valencia, CERTIFICA que
ITZIAR AINHOA SANCHEZ LOPEZ, Invest formacion vali+d, con D.N.I. 75757308T, de acuerdo con la documentacion existente
en esta universidad, ha desempefiado la actividad docente que se especifica a continuacion,

Curso Académico: 2017 - 2018
Categoria [Cuatr. Titulacion Tipo Médulo/Asignatura/Grupo Idioma| NuUm. horas

Tit. Teoria Préct.

Invest 2 |Grado de farmacia G [34087 / Farmacologia | (B4) [} 0,000 15,00

fformacion 2 |Pdg farmacia-nutricion humana y dietética G

vali+d

Invest 2 |Grado de farmacia G [34087 / Farmacologia | (B5) C 0,00, 15,00

fformacion 2 |Pdg farmacia-nutricion humana y dietética G

vali+d

Invest 2 |Grado de farmacia G [34087 / Farmacologia | (D4) [} 0,000 15,00

fformacion 2 |Pdg farmacia-nutricion humana y dietética G

vali+d

Invest 1 |Grado de podologia G [34329 / Farmacologia (A3) (o} 0,00 2,00

formacion

vali+d

Invest 1 |Grado de podologia G [34329 / Farmacologia (A4) [¢] 0,00| 2,00)

formacion

vali+d

Invest 1 |Grado de podologia G [34329 / Farmacologia (A2) (o} 0,00 2,00

formacion

vali+d

Invest A [Grado de odontologia G [34712/ Farmacologia, anestesia y v 0,00 7,50

formacion reanimacion (A4)

vali+d

Invest A |Grado de odontologia G [34712/ Farmacologia, anestesia y Cc 0,00 1,50

formacion reanimacion (A2)

vali+d

Total 0,0| 60,0

Curso Académico: 2018 - 2019

Categoria [Cuatr. Titulacion Tipo Moédulo/Asignatura/Grupo Idioma| NuUm. horas

Tit. Teoria Préct.

Invest 2 |Grado de Farmacia G [34087 / Farmacologia | (B1) [ 0,00 15,00

fformacion 2 |PDG Farmacia-Nutricion Humana y Dietética G

vali+d

Invest 2 |Grado de Farmacia G (34087 / Farmacologia | (B5) [} 0,000 15,00

formacion 2 |PDG Farmacia-Nutriciéon Humana y Dietética G

vali+d

Invest 2 |Grado de Farmacia G [34087 / Farmacologia | (B3) C 0,00 15,00

fformacion 2 |PDG Farmacia-Nutricion Humana y Dietética G

vali+d

Invest 2 [Grado de Farmacia G [34087 / Farmacologia | (D3) C 0,00 15,00

formacion 2 |PDG Farmacia-Nutricion Humana y Dietética G

vali+d

Total 0,0| 60,0

Lunes, 22 noviembre 2021.

Fdo: Ernest Cano Cano.
Vicerrector de Ordenacién Académica y Profesorado.

Firmat digitalment per

ERNEST CANO CANO

Carrec: Vicerrector d'Ordenacié Académica i Professorat
Data: 22/11/2021 14:46:50 CET

Id: UV-REDFirma-1917861 Cod. Verificacié: S7YBXEOZABIITDB9
URL Verif: https://webges.uv.es/uvEntreuWeb/

Informacion: Documento aportado por el usuario.
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Certificados

MASSACHUSETTS HARVARD
GENERAL HOSPITAL MEDICAL SCHOOL

Cardiovascelar Research Center Dmitriy N. Atochin, M.D., Ph.D.
Massachusetts General Hospital Assistant Professcr of Medicine
Charlestown, MA 02129-2060

Tel: 617 643-2290

Fax: 617 726-5806 .

Email: stoching@ovre mgh harvard odu

November 27, 2017

Dear ltziar Ainhoa Sanchez Lopez,
| am pleased to accept you to my laboratory at Cardiovascular Research Center (Massachusetts
General Hospital, Boston, USA) as a predoctoral Student for a short term stay next summer (2018).

Our project study the role that cGKI plays in platelets and smooth muscle cells modulating the
vascular reactivity and stroke outcome.

Sincerely, _.-.2,-..‘“
= (‘__/2’7' ,(7«\*:)

Dmitriy N. Atochin, M.D., Ph. D.
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Certificados

VNIVERSITAT( DVALENCIA

AMPARO PEREZ CARBONELL, Directora del Servei dExtensio Universitaria de la Universitat de Valéncia,

AMPARO PEREZ CARBONELL, Di del Servei d i Uni ria de la Universitat de Valé

CERTIFIQUE:

CERTIFICO:

Que d'acord amb els ds que hi ha en Universit:

Que de rdo con los Que obran en esta Universidad,
SANCHEZ LOPEZ, ITZIAR AINHOA

amb DNI NGm: va intervenir en les seglents activitats:

con DNI Num: 757573087 ha intervenido en la siguientes actividades:
menwmmnm
EXTEN UNIVERSITARIA

Activitat:

Actividad:

CmURS SMOOUL 1.CATEGORIA A + B: FUNCIO DE CURA DELS ANIMALS, EUTANASIA DELS

CURSO MODULO 1: CATEGORIA A + B: FUNCION DE CUIDADO DE LOS ANIMALES.
EUTANASIA DE LOS ANIMALES
Aprovat per resoluclé de: De data
Aprobado por resolucién de:  VICERECTORAT DE De fecha 2011072016
o FORMACIO | QUALITAT
Celebrat a:
Celebrado en: VALENCIA Del 030272017 Al 241032017
Funcié: ALUMNE Duracié: HORES Crédits  Qualificacié:  APTE
Funcién: ALUMNO Duracién: 30 HORAS 3.0 Créditos Calificacion: APTO

1 perqué conste, a petici6 de la p da, i ais efectes prevists en la legislacio vigent, es lliura
aquest CERTIFICAT en Valénca, a 24/03/2017

Y para que conste, a peticidn de la persona interesada, y a los efeclos previ en la legislacion vigente, se
expide este CERTIFICADO en Valencia, 8 24/03/2017 /

29042017
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Certificados

VNIVERSITAT B VALENCIA

AMPARO PEREZ CARBONELL, Directora del Servei @ v de 'a Uni de
AMPARO PEREZ CARBONELL, Directora del Servei CExtensio Universitdria de la Universitat de Valéncia

CERTIFIQUE:
CERTIFICO:

Que d'acord amb els antecedents que hi ha en aquesta Universitat,
m«mmmmuwnnmmum

SANCHEZ LOPEZ, ITZIAR AINHOA
amb DNI NGom: va intervenir en les seglents activitats:
con DNI Num: 757573087 hn intervenido en hﬁulenm oc!Mdcdes
mmﬂ UNIV!RS"‘ARIA

Activitat:
Actividad:

CURS MODUL 2CATEGORIA C:FUNCIO REALITZACIO DELS PROCEDIMENT
CURSO MODULO 2: CATEGORIA C: FUNCION REALIZACION DE LOS PROCEDIMIENTOS

Aprovat per resolucié de: De data

Aprobado por resolucién de: VIGERECTORAT DE De fecha 200110:2016
et ORMACIO | QUALITAT

Colobrat a:

Celebrado en: VALENCIA Del 031022017 Al 31032017

Funcié: ALUMNE Duracié: HORES Crédits  Qualificacié: APTE
Funcién: ALUMNO Duracién: 40 HORAS 4.0 Créditos Calificacion: APTO

| perqué conste, a peticid de la persona interessada, | als efectes prevists en la legislacio vigent, es Ilura
aquest CERTIFICAT en Valénca, a 31/032017

Y para que conste, persona interesada, y a los efectos previstos en la legislacidn vigente, se
ommﬁkﬂﬂmvm a 31032017 4 "o

242017
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Certificados

VNIVERSITAT ® VALENCIA
UNIVERSITAT DE VALENCIA
ISABEL VAZQUEZ NAVARRO, VICERECTORA D'ESTUDIS | POLITICA LINGUISTICA
CERTIFIQUE:
Que d'scord amb cls antecedents que hi ha en aquesta Universitat,
ITZIAR AINHOA SANCHEZ LOPEZ

amb document d'identitat 75757308T va intervenir en la seglent activitat de POSTGRAU:

Activitat:

Certificat fenF Experi: i6 amb Animals - Funcié D
(1" Edicié )

En aquesta activitat | Crédit ECTS cquival a 25 hores. L activitat completa suposa 75.0 hores de treball
de l'estudiant, de les quals 24.0 sdn de docéncia.

Celebrat en aquesta Universitat en el curs académic 20172018
Qualificacié:  APTE Duracié: 3.0 Crédits Europeus

MATERIES IMPARTIDES

62299 - Disscny de projectes i procediments amb aaimals d'experi it 30 Cred

1 perqué conste, a petici de la persona interessada, 1 als efectes prevists en la legislacié vigent, es lliura
aquest CERTIFICAT a Valéncia, a 0606/2018.
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Certificados

% GENERALITAT
VALENCIANA
\§ c--.-o-. ww-a.

RECONOCIMIENTO DE LA CAPACITACION DEL PERSONAL QUE MANEJA ANIMALES
UTILIZADOS, CRIADOS O SUMINISTRADOS CON FINES DE EXPERIMENTACION Y OTROS
FINES CIENTIFICOS, INCLUYENDO LA DOCENCIA.

Vista la solicitud con nd de reg: de da 16107 de fecha 22/06/2018 perteneciente a
, con DNI 75757308R solicitando la acreditaciéon como personal de
funciones a), b), ¢), d) a e«ados de lo dispuesto en el Real Decreto 53/2013, expediente n® 2762.

Dado que la Di ion G 'de‘ icult Ganaderia y Pesca, ha reconocido el curso de
Cuidado de los Animales, Eut Realizacion de los P dimi yDlul\odelot
P ahine i y P 4 do 1 Joacion en Animal de Expo

i nte en las funci a), b),¢c),y d) con n® de expediente 2017ICENA-B£-DI000‘I

en el marco de la Orden ECC/566/ 2015 de 20 de marzo en fecha 6 de marzo de 2017, y vista la

documentacién aportada por el titular, donde consta que ha superado el curso de experimentacion

ammal funcién/es a). b), c) y d) unpamdo por la UNIVERSITAT DE VALENCIA y el periodo de
enelA yO gia, habiendo acred su

el Servicio Central de Sopone a Ia I igacion Experi | (SCSIE).

CERTIFICO

Que ITZIAR SANCHEZ LOPEZ, DNI 75757308R
ha acreditado ante la direccién general de Agricultura, Ganodetia y Pesca, de acuerdo con el

DECRETO 13/2007, de 26 de enero, del Consell, sobre p 6n de los animales utilizados para
experimentacion y otros fines cientificos en la COmumm Valenciana, reunir los requisitos
ios para el reconocimi dela itacion para la realizacion de lals funcién/es:

- a) cuidado de los animales

-b) ia de los animal
R e e e e s
- d) disefo de los proyectos y procedimi

en especie/s: roedores

Valencia, a fecha de la firma electronica
El di | de Agricultura, Ganaderia y Pesca

)

Firmat per Rogelio Llanes Ribas el
26/07/2018 12:11:56
Carrec: Direccién General

CEVIVINCOM TIUWLAO CGIUSTT  URL do validacibhnps Swwn wumis gvn ovorv- S inden. o Nondons=2V | NCIOM. TIUWMLAQ CGIUSTIT
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Certificados

VNIVERSITAT §
1 VALENCIA T

AREA de PROTECCION RADIOLOGICA
de LA UNIVERSIDAD DE VALENCIA SPR/V-0007

mwmw
de la UNIVERSIOAD DE V4 SPRV0007

CERTIFIQUE:
CERTIFICA:

SANCHEZ LOPEZ, ITZIAR AINHOA

Amb document d'identitat: T5757308T va intervenir en les activitats seglients:

Con documento de identidad: ha intevenido en las siguientes actividades:

CURS: PROTECCIO RADIOLOGICA EN RADIOFARMACIA
CURSO: PROTECCION RADIOLOGICA EN RADIOFARMACIA

Celebrado en: Valéncia
Celcbrado en: Valencia Del: 04062018 al: 12062018

Funcid: ALUMNE QUALIFICACIO ASSISTENCIA
Funcidn: ALUMNO CALIFICACION ASISTENCIA

Duraciéc 13 HORES

Duracida: 13 HORAS
I perque conste, a peticié de la persona interessada, i I'efecte previst en la legislacié vigent,
s lliura aquest CERTIFICAT a Valéncia, a vint i cinc de juliol de dos mil dihuit.

Y para que conste, a peticién de da,y alos previstos en la
legislacion vigente, se expide slc CFRTIFICADO en Valencia, a veinticineo de julio
de dos mil dieciocho

ANA SAN MATIAS, MUSTAFA HASSAN EZZ EDOIN,
TECNICO DE PROTECOION RADIOLOGICA TEQWICO UNIDAD CENTRAL INVESTIGACION DE MEDIOINA

SANCHEZ LOPEZ. ITZIAR ANHOA PR EN RADIOFARMACIA JUND 2018
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