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RESUMEN

Hoy en dia, la infeccidn por el VIH-1 ha pasado de considerarse una enfermedad
mortal a convertirse en una condicidon crénica manejable. Sin embargo, con un
tratamiento de por vida y una esperanza de vida cercana a la de la poblacién
general, los pacientes con VIH-1 se enfrentan a un mayor riesgo de desarrollar otras
patologias crénicas como la enfermedad de higado graso no alcohdlico (NAFLD).
Entre los farmacos antirretrovirales empleados para la infeccién por VIH-1, la
Rilpivirina (RPV) esta considerada como segura para el higado y, ademas, podria

ejercer un efecto hepatoprotector.

En la presente tesis doctoral se estudié la respuesta antiinflamatoria y antifibrotica
inducida por RPV en la NAFLD, centrandonos en sus acciones sobre los macréfagos
y las células estrelladas hepaticas (HSC). Para ello, se empled un modelo nutricional
de NAFLD en ratdn y se realizaron experimentos in vitro con la linea celular humana
LX-2 como modelo de HSC, y con macréfagos derivados de monocitos (MDM)
obtenidos de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de donantes
sanos. También se analizaron biopsias hepaticas y PBMC de pacientes infectados

con VIH-1 en tratamiento con terapias que incluian RPV.

El analisis transcriptémico realizado con muestras hepdticas de ratones NAFLD
mostré que el tratamiento con RPV reduce aquellos procesos relacionados con la
respuesta inflamatoria y la quimiotaxis y migracién de leucocitos. Se observé
ademas una reduccioén de la infiltracion macrofagica en el higado en los ratones con
RPV en comparacion con los tratados con vehiculo. El estudio mecanistico realizado
in vitro indicé que esta regulacién estd mediada, al menos en parte, por la inhibicidn
de la secrecién de CCL2 por parte de los macréfagos y las HSC producida por este
farmaco antirretroviral.

Los ensayos in vitro mostraron que RPV inhibe la via del inflamasoma
NLRP3/caspasa-1 e induce la expresién de PPARy en las células LX-2, ejerciendo

efectos antiinflamatorios y antifibréticos. Por su parte, el estudio en MDM mostré
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un claro efecto antiinflamatorio de RPV sobre los macréfagos incluso bajo la
induccion proinflamatoria mediada por LPS. Este efecto incluyd la regulaciéon de la
via del inflamasoma NLRP3/caspasa-1y la inhibicion de las rutas inflamatorias y de
respuesta a estrés mediadas por NF-kB, p38 y JNK1. Ademas, este efecto podria
estar acompafiado de una polarizacion hacia un fenotipo antiinflamatorio y pro-
resolutivo dependiente de STAT6/PPARYy.

Por ultimo, evidenciamos el potencial antifibrético de RPV a nivel clinico mediante
la activacién de STAT1 en células no parenquimales de pacientes con NAFLD, lo que
podria indicar una atenuacion del dafio hepatico por apoptosis o inactivacion de

HSC.

En vista a estos resultados, consideramos que RPV estaria especialmente indicada
en pacientes infectados por el VIH con especial susceptibilidad a sufrir ciertas
enfermedades hepaticas, como NAFLD. Ademds, profundizar en el estudio de sus
efectos a nivel hepdtico podria tener una gran relevancia clinica, siendo los
hallazgos en esta tematica clave para la mejora de la terapia farmacoldgica de las
enfermedades hepaticas con componente fibrético e inflamatorio y sirviendo de

base para descubrir nuevas dianas terapéuticas.
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Capitulo | INTRODUCCION

I.L1. VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA (VIH) Y TERAPIA
ANTIRRETROVIRAL

.1.1. CICLO DEL VIH E INFECCION

El VIH-1 es el retrovirus humano responsable de la pandemia global del sindrome
de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA), que se ha cobrado mas de 30 millones de
vidas en las ultimas cuatro décadas (1). Hoy en dia, la infeccion por el VIH-1 sigue
siendo un importante problema de salud publica mundial con alrededor de 38
millones de personas viviendo con el virus. La terapia antirretroviral, cuyo uso es
de por vida, ha transformado la enfermedad en una condicidon de salud crdnica
manejable que permite a los pacientes llevar una vida larga y bastante saludable,
pero todavia no existe una vacuna eficaz ni una cura (1,2). En 2020, se perdieron
unas 680.000 vidas debido a enfermedades relacionadas con el SIDA y
aproximadamente 1,5 millones de personas se infectaron con el VIH-1 (1). Aunque
el nimero de casos continla en aumento, especialmente en poblaciones
vulnerables y zonas de escasos recursos, existe una tendencia hacia un menor
numero de nuevas infecciones por el VIH-1, el cual ha disminuido en un 31% a nivel

mundial desde 2010 (1).

La infeccion por el VIH-1 es posible debido a la interaccidn de las glicoproteinas de
la envoltura (Env) presentes en la superficie del virus (gp120 y gp4l) con,
respectivamente, el receptor CD4 (“cluster of differentiation 4”) y los correceptores
de quimiocinas CXCR4 (“C-X-C motif chemokine receptor 4”) y CCR5 (“C-C motif
chemokine receptor 5”) ubicados en sus principales células diana, las células T CD4*
activadas. El virus también puede infectar otros tipos de células, como las células T
CD4* en reposo, los macrofagos, los monocitos y las células dendriticas (3,4).
Ademas, la infeccidon puede ocurrir independientemente del receptor CD4, como

se ha demostrado para los astrocitos (5) y las células epiteliales tubulares renales
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(6). Una vez dentro de la célula T CD4*, el virus libera ARN y enzimas, y usa la
transcriptasa inversa (RT, “reverse transcriptase”) para convertir su material
genético, ARN viral, en ADN, que entra al nucleo y se combina con el ADN de la
célula huésped a través de la actividad de la integrasa viral, para producir nuevos
viriones. La proteasa viral activa los viriones recién formados al escindir las

poliproteinas virales en subunidades activas (Fig. I.1).
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Figura I.1. Ciclo vital del VIH-1 mostrando los pasos inhibidos por las distintas familias de
farmacos antirretrovirales. NRTI: inhibidores de la transcriptasa inversa andlogo de
nucledsidos y nucledtidos; NNRTI: inhibidores de la transcriptasa inversa no andlogo de
nucledsidos; INI: inhibidores de la integrasa; Pl: inhibidores de proteasa. Adaptado de (7).

La respuesta inmune natural contra la infeccidon por VIH-1 se basa principalmente
en las células T CD8". Tras la infeccion primaria, la replicacion intensa del VIH-1 da
como resultado una carga viral plasmatica muy alta, medida como copias de ARN

viral por mililitro, que pasa a estar parcialmente controlada por la respuesta

especifica de las células T CD8*. Una respuesta inmune mas eficiente esta

4
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relacionada con una carga viral mas baja durante la fase crénica de una infeccion
no tratada, asi como con una progresién mas lenta de la enfermedad, aunque es
incapaz de eliminar el virus (2). La infeccién provoca la pérdida progresiva de células
T CD4"y, con el paso del tiempo, surge la inmunodeficiencia con las complicaciones

oncoldgicas e infecciosas asociadas que definen al SIDA (8).

.1.2. FARMACOS ANTIRRETROVIRALES

Desde una perspectiva clinica, el resultado de la infeccion ha cambiado
drasticamente durante las ultimas cuatro décadas gracias a un considerable
progreso en las opciones terapéuticas disponibles, que ha logrado transformar la
infeccidn por VIH-1 de una condicién fatal a una enfermedad crénica con poco

efecto sobre la esperanza de vida.

El primer paso en la terapia contra el VIH se dio en 1987, cuando se aprobd el uso
de la Zidovudina o Azidotimidina (AZT). La AZT, que habia sido sintetizada
originalmente como un tratamiento contra el cdncer, mostrd su capacidad para
bloquear el paso de transcripcion inversa del ciclo vital del virus. En aquellos dias,
se administraba como monoterapia y, como tal, prolongaba la vida de los pacientes
de 6 a 18 meses. Sin embargo, rapidamente generd resistencia, lo que urgié el
desarrollo de nuevos farmacos (9,10). Los farmacos antirretrovirales acttan
inhibiendo las diferentes etapas del ciclo de vida viral dentro de la célula huésped.
Hasta la fecha, la FDA ha aprobado para uso clinico mas de 30 agentes
antirretrovirales y un anticuerpo monoclonal (Ibalizumab), los cuales se clasifican
en las siguientes familias: inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de
nucledsidos y nucleétidos (NRTI, “nucleoside reverse transcriptase inhibitors”),
inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de nucledsidos (NNRTI, “non-
nucleoside reverse transcriptase inhibitors”), inhibidores de proteasa (P, “protease

inhibitors”), inhibidores de la integrasa (INI, “integrase inhibitors”), inhibidores de
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entrada del VIH (antagonistas de CCR5), inhibidores de fusidn del VIH e inhibidores

de unidn y post-unidn (Tabla I.1) (11).

Tabla I.1. Grupos farmacoldgicos, su mecanismo de accion y los nombres de los farmacos
antirretrovirales aprobados por la FDA en la actualidad. Adaptado de (11). ¥ Farmacos cuya

presentacion comercial se encuentra en combinacidn con otros principios activos.

GRUPO

FARMACOLOGICO

MECANISMO
DE ACCION

NOMBRE GENERICO Y
ACRONIMO

NOMBRE

COMERCIAL

Inhiben la fusion entre la

Inhibidores de fusién . Enfuvirtida (T-20) Fuzeon
membrana viral y la celular
Inhibidores de Ar.1tagon|.sta de C,C,RS’ .
previene la interaccién con Maraviroc (MVC) Selzentry
entrada )
la gp120 viral
12 i |
Inhibidores de unién S CLEE LA L Fostemsavir (FTR) Rukobia
entrada del VIH
Inhiben los cambios
Inhibidores post- conformacionales en el .
unién complejo CD4/gp120 que Ibalizumab (IBA) Trogarzo
permite la unidn a CXCR4
Zidovudina (AZT) Retrovir
Inhibidores de la Lamivudina (3TC) Epivir
transcriptasa inversa Emtricitabina (FTC) Emtriva
Abacavir (ABC) Ziagen
« Inhibidor transcrip- Inhiben la replicacién del Tenofovir disoproxil Viread
tasa inversa analogo di 2 unis fumarato (TDF)
de nucleésido/tido V”'! mediante la union Tenofovir alafenamida Vemlidy
directa a la enzima fumarato (TAF)
(NRTI) X .
transcriptasa inversa
Nevirapina (NVP) Viramune
= Inhibidor transcrip- Efavirenz (EFV) Sustiva
tasa inversa no ana- Doravirina (DOR) Pifeltro
logo de nucledsido Etravirina (ETR) Intelence
(NNRTI) Rilpivirina (RPV) Edurant
Raltegravir (RAL) Isentress
Bloquean el paso de . L
L . L Dolutegravir (DTG) Tivicay
Inhibidores de la integracion de la cadena de . .
integrasa (INI) ADN viral en el genoma del Elvitegravir (EVG) ¥
huésped Cabotegravir (CAB) Vocabria
P Bictegravir (BIC) ks
Ritonavir (RTV) Norvir
Inhiben la proteasa del VIH, Saqumaw.r ([Sop) Invirase
. .. ., Atazanavir (ATV) Reyataz
Inhibidores de previniendo la escision y . .
roteasa (PI) generacion de las proteinas FEETI ST {(FAAY) Lexiva
P virales Tipranavir (TPV) Aptivus
Darunavir (DRV) Prezista
Lopinavir (LPV) ks
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.1.2.1. GUIAS CLINICAS DE TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL

Los regimenes de farmacos antirretrovirales, denominados terapia antirretroviral
combinada (cART, por sus siglas en inglés “combined antiretroviral therapy”),
consisten en una combinacién de agentes pertenecientes a diferentes familias. Esta
estrategia fue disefiada para limitar la generacién de resistencia a los
medicamentos, para reducir sus efectos adversos al disminuir las dosis individuales
de cada farmaco y para obtener un efecto sinérgico entre los farmacos que acttan
sobre diferentes dianas moleculares (11). En algunos casos, se emplea un

potenciador o refuerzo farmacocinético, como Cobicistat y RTV (11).

Las pautas recomendadas para el tratamiento inicial de la infeccion por el VIH-1 en
Espafia actualmente consisten en una combinacién de dos o tres farmacos. Las
pautas triples deben incluir dos NRTI asociados a un INI, a un NNRTI, o a un PI
potenciado. La Unica pauta doble recomendada actualmente como cART de inicio

consiste en la combinacion de un NRTI (3TC) y un INI (DTG) (12).

La cART logra una supresion viroldgica prolongada de la replicacion del VIH, pero
no la erradica, por lo que los pacientes estan expuestos a farmacos antirretrovirales
durante décadas, lo que puede resultar en toxicidad acumulada que contribuye a
un mayor riesgo de enfermedades crdnicas en estos pacientes. Otros factores que
contribuyen a dicho riesgo son el propio virus y los efectos de la infeccidn y la
inflamacién crénica persistente asociada, asi como la poblacién y el contexto
psicosocial en el que tiene lugar la infeccién por VIH. Por ejemplo, la coinfeccidon
por virus de la hepatitis B o C (VHB y VHC), la obesidad y el tabaquismo, que
aumentan el riesgo de que el paciente sufra diferentes enfermedades crdnicas, son
muy prevalentes entre los pacientes infectados por el VIH y, a menudo, superiores
a las del grupo de poblacién general (13). Por ello, las pautas de tratamiento
recomiendan regimenes basados no solo en su potencia antiviral, sino también en

su toxicidad cronica.
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1.1.2.2. HEPATOTOXICIDAD ASOCIADA A LA TERAPIA ANTIRRETROVIRAL

Entre los problemas de seguridad de la cART, se encuentran la toxicidad y efectos
adversos producidos por todos los farmacos antirretrovirales que, frecuentemente,
se ven potenciados por las interacciones entre farmacos, y que son la razén mas
comun para suspender la terapia, junto con la aparicién de resistencias. En general,
los trastornos gastrointestinales, la hipersensibilidad y las reacciones cutaneas, los
trastornos neuropsiquiatricos y la toxicidad hepatica suelen aparecer temprano
después del inicio del tratamiento, mientras que tras una exposicidn crdnica a estos
farmacos generalmente se desarrollan otros efectos secundarios, como anomalias
en el metabolismo de lipidos y de la glucosa, alteraciones renales, trastornos

metabdlicos dseos y toxicidad mitocondrial (14).

Como principal érgano responsable del metabolismo de muchos xenobiéticos, el
higado es un objetivo comun de las lesiones inducidas por fadrmacos, afirmacién que
es también aplicable para los principios activos antirretrovirales. La
hepatotoxicidad, o lesién hepatica inducida por farmacos (DILI, “drug-induced liver
injury”), es uno de los efectos secundarios mas frecuentes de la cART y es
responsable de gran parte de la morbilidad, mortalidad e interrupciéon del
tratamiento en estos pacientes (15,16). Ademas, hay que afadir el dafio hepatico
producido por el propio VIH-1 (17) y las circunstancias cominmente asociadas a la
poblacién con VIH, como las coinfecciones con el VHB y VHC, el consumo de alcohol
y el abuso de drogas, que convierten a las enfermedades hepaticas en un problema
de especial relevancia en estos pacientes. Tampoco debe olvidarse la aportacién de
otros factores como la edad, el sexo, la etnicidad, la presencia de esteatosis
hepatica (18) y ciertos marcadores genéticos (p.ej. PNPLA3 SNP, rs738409; CYP2B6
haplotipo *6/*6) (19,20), que pueden causar mayor susceptibilidad al dafio

hepatico inducido por la cART.
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La gravedad de la lesidn hepatica varia desde aumentos transitorios en los niveles
de enzimas hepadticas hasta eventos clinicos mas graves, como hepatitis,
enfermedad de higado graso no alcohdlico (NAFLD, “non-alcoholic fatty liver
disease”) o esteatohepatitis no alcohdlica (NASH, “non-alcoholic steatohepatitis"),
hipertensidn portal no cirrdtica o incluso insuficiencia hepatica aguda, que puede
provocar la muerte (16). Es importante destacar que la mortalidad asociada al
higado es la segunda causa de muerte no relacionada con el SIDA en pacientes

infectados por el VIH-1 (21).

La toxicidad hepatica grave puede definirse como la presencia de un aumento de
los niveles plasmaticos de aspartato transaminasa (AST), alanina transaminasa
(ALT) y fosfatasa alcalina por encima de cinco veces el limite superior normal (22).
Siguiendo este criterio, muchos estudios han demostrado que se produce un
aumento de los niveles de transaminasas hepaticas en el 2-18% de los pacientes
tras varios meses con cART, mientras que en otros esta tasa se ha incrementado
hasta el 30% (11). La propia infeccion por VIH-1 produce un aumento en los niveles
de transaminasas hepaticas y, en algunos casos, la lesidn hepatica puede
exacerbarse cuando los pacientes con VIH-1 se someten a tratamiento (23,24). Sin
embargo, es dificil determinar la toxicidad hepatica asociada a cada farmaco

antirretroviral, debido a su administracion de manera combinada.

La toxicidad hepdatica causada por la cART puede producirse a través de diversos
mecanismos que han sido clasificados como reacciones de hipersensibilidad
(hepatotoxicidad idiosincrasica), toxicidad mitocondrial directa, estrés celular
directo o sindrome inflamatorio de reconstitucién inmunitaria, particularmente en
presencia de coinfeccién por hepatitis viral (25), mientras que algunos autores
también han identificado alteraciones del metabolismo de lipidos y/o azlcares y
esteatosis como mecanismos fisiopatoldgicos (16). De hecho, los lipidos, con sus

diversas funciones de respuesta metabdlica, inflamatoria e inmunitaria, estan
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intimamente ligados a la patologia de las enfermedades hepaticas crdnicas, en

particular a la NAFLD.

Todas las familias de farmacos antirretrovirales pueden causar DILI, pero su
potencial hepatotéxico difiere. Entre los NNRTI, se ha observado que NVP induce
DILI en el 12% de los pacientes, unas tres veces mas que el causado por EFV (26).
Los NRTI como AZT, estavudina (d4T) y didanosina (ddl) se han asociado con DILI de
moderada a grave, mientras que FTC, ABC y TDF inducen elevaciones menores de
las enzimas hepaticas (27). En el caso del grupo de PI, se ha notificado que entre 1-
9,5% de los pacientes en tratamiento con farmacos del grupo sufren DILI (28). Es
importante destacar que, aunque los farmacos antirretrovirales mds nuevos son
mas seguros, se siguen notificando reacciones adversas a nivel hepatico, pero con
cifras mas bajas que las observadas con los farmacos de primera generacién (29).
Sin embargo, debido al envejecimiento de los pacientes infectados por el VIH, la
toxicidad hepatica asociada a la cART probablemente continte siendo un gran

problema en el futuro.

Estudios previos indican que el fdrmaco antirretroviral Rilpivirina (RPV) podria ser
mas seguro a nivel hepdtico que otras alternativas antirretrovirales y, ademas,
podria ejercer un efecto hepatoprotector. Por ello, nos centraremos en su estudio

para el desarrollo de esta tesis.

[.1.2.3. RILPIVIRINA

RPV, que pertenece a la segunda generacién de NNRTI, fue aprobada en 2011 y
comercializada con el nombre de Edurant® por Janssen-Cilag. Su indicacién inicial
fue para pacientes naive con un nimero de copias de ARN viral/mL < 100.000 y un
recuento de células CD4*> 200 células/mL. Desde 2013, también se ha empleado
en pacientes con tratamiento antirretroviral previo con supresion viroldgica y sin

mutaciones de resistencia a los NNRTI (30).

10
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Figura I.2. Estructura quimica de Rilpivirina.

Este fdrmaco se encuentra disponible de manera individual como formulacién para
administracién oral o como régimen de pastilla Gnica coformulado con TDF/FTC,
TAF/FTC o DTG, con una dosis oral diaria de 25 mg. Recientemente se ha aprobado
en formulaciéon intramuscular bajo la denominacion Cabenuva, el primer
tratamiento anti-VIH completo de accidn prolongada aprobado por la FDA (2021).
Esta formulacidn consta de una dosis inicial de 600 mg de Cabotegravir junto con
900 mg de RPV e inyecciones de continuacion mensuales de 400 mg de

Cabotegravir y 600 mg de RPV (31).

La Cmax de RPV mostrada en estudios farmacocinéticos para pacientes que reciben
una dosis diaria oral de RPV corresponde con 134472 (SD) ng/mL, mientras que en
voluntarios que han recibido la formulacidn de accién prolongada de 600 mg a dia

29 es de 120440 (SD) ng/mLy a dia 57 132419 (SD) ng/mL (32).

Los efectos adversos mas comunes de Edurant® son cuadros depresivos, dolor de
cabeza, insomnio y erupcion cutanea (33), mientras los declarados para Cabenuva
son los efectos adversos secundarios al pinchazo, pirexia, fatiga, dolor de cabeza,
dolor del musculo esquelético, nduseas, trastornos del sueifio, mareos y erupcion

cutanea (31).

11
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Aunque son poco frecuentes, la mayoria de los efectos adversos hepaticos
relacionados con el uso de RPV se han producido en pacientes con coinfeccién con
el VHB o VHC o con elevados niveles de transaminasas previos al tratamiento. Su
hepatotoxicidad estd probablemente relacionada con el hecho de que RPV es
metabolizada mayoritariamente en el higado por el citocromo CYP3A4, lo que
puede producir metabolitos tdéxicos o inmunogénicos capaces de desencadenar

dafio hepatico (34,35).

RPV, en comparacidon con EFV, su predecesor como farmaco mas utilizado en la
familia de NNRTI, ha mostrado tener un mejor perfil de seguridad y tolerabilidad en
pacientes naive, sin mostrar menor eficacia que las combinaciones que incluyen
EFV (36). En un estudio retrospectivo en el que se evalud la seguridad hepdtica
durante el primer afio de terapia antirretroviral con una dosis diaria de
RPV/FTC/TDF en pacientes coinfectados con VIH-1 y VHC se observd que la
frecuencia de toxicidad hepatica severa, evaluada mediante la elevacion de los
niveles de transaminasas y bilirrubina, es muy baja en pacientes con dicho
tratamiento en comparacién con los niveles en pacientes que recibian otras
terapias, siendo menos hepatotéxico que otros farmacos antirretrovirales
evaluados en otros trabajos (37). Diversos estudios han mostrado que pacientes
bajo tratamiento con RPV presentan un mejor perfil lipidico que aquellos que
reciben EFV (30,36,38—-41) o PI, efecto que se ha asociado con una reduccion
significativa del ratio colesterol total/HDL, incluso en pacientes naive cuando se ha
realizado un seguimiento mas prolongado que en otros estudios previos (30).
Recientemente, un estudio ha evaluado el perfil lipiddmico en plasma de pacientes
VIH-1 tomando EFV/FTC/TDF que han continuado su tratamiento con EFV o
cambiado a RPV/FTC/TDF. En dicho estudio, RPV, comparada con EFV, ademas de
reducir significativamente los niveles plasmdticos de lipidos y lipoproteinas,
aumenté los de los metabolitos con propiedades antiinflamatorias, y redujo el

depdsito de lipidos téxicos (41). En lo que respecta a la seguridad hepatica, un

12
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estudio prospectivo y observacional ha mostrado un aumento estadisticamente
significativo en los valores de AST y ALT en los pacientes que cambiaron de un
régimen basado en Pl a uno basado en RPV, mientras que no se observaron cambios
significativos en los que cambiaron de EFV/TDF/FTC y en los naive que empezaron
una terapia con RPV (30). Resultados similares fueron descritos en un estudio
retrospectivo en el que se encontrd un aumento ligero, aunque estadisticamente
significativo, de AST y del indice de fibrosis hepatica (FIB-4), y un descenso en los
valores de HDL (42) en pacientes que cambiaron de otra cART a un régimen de
pastilla tnica RPV/TDF/FTC. Hasta la fecha, se han notificado pocos casos de dafio
hepatico agudo con RPV. En un informe de caso de un Unico paciente se observé
una elevacién en los niveles de ALT y bilirrubina total tras el cambio de tratamiento
con RAL/ABC/3TC a RPV/ABC/3TC. La histologia hepatica revelé una necrosis
centrolobulillar confluente consecuencia de DILI (43). En otro caso, el cambio a un
tratamiento con RPV/TDF/FTC produjo una elevacion de las transaminasas que se
calific6 como “hepatitis alérgica grave” sin erupcién cutdnea, eosinofilia u otros

inmunoalérgicos (44).

Estudios previos realizados en nuestro grupo evaluaron el efecto agudo del
tratamiento in vitro con EFV, DRV, RPV o RAL en la funcidn mitocondrial, la
citotoxicidad, el estrés oxidativo y el estrés del reticulo endopldasmico en la linea
celular de hepatoma humano Hep3B. De los cuatro farmacos evaluados, EFV fue el
Unico que alteré la funcién mitocondrial y comprometié la viabilidad y
supervivencia de las células hepaticas, ademas de inducir estrés de reticulo (45). En
estudios mas recientes realizados también por nuestro grupo se ha sugerido un
efecto hepatoprotector de RPV en escenarios ajenos a la infeccién por VIH. En estas
condiciones, RPV ha mostrado un efecto antiinflamatorio, antiesteatdtico vy
antifibréfico en diferentes modelos animales de enfermedad hepatica crénica (CLD,
“chronic liver disease”). Concretamente, los resultados mostraron que RPV es capaz

de reducir la fibrosis hepdtica mediante la activacion selectiva de la proteina

13
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transductora y activadora de sefiales de la transcripcién (“Signal Transducer and
Activator of Transcription”, STAT)-1, que induce apoptosis en células estrelladas
hepaticas (HSC, “hepatic stellate cells”) y la activacién de STAT3 en hepatocitos,
promoviendo asi la regeneracién hepdtica (46). Ademas, en este mismo estudio, los
resultados de un analisis retrospectivo realizado con los datos publicos del
Multicenter AIDS Cohort Study (MACS) realizado en los EE.UU. confirmaron que
pacientes con VIH-1 tratados con terapia que contiene RPV muestran un mejor
perfil de funcidn hepatica que los pacientes con regimenes antirretrovirales sin
RPV. En linea con estos resultados, un estudio con pacientes coinfectados con
VIH/VHC bajo tratamiento con terapia antiviral de accién directa frente al VHC
mostré que se producia una mayor reduccién en la rigidez hepdtica cuando se
empleaba una terapia basada en NNRTI frente a otros tipos de cART. Este efecto
podria atribuirse, al menos en parte, a la presencia de RPV en estos regimenes, ya
que practicamente un 72% de los pacientes tratados con NNRTI estaban recibiendo

RPV (47).

1.2. FISIOPATOLOGIA HEPATICA

.2.1. ESTRUCTURA Y FISIOLOGIA HEPATICA

El higado es un drgano que realiza un amplio rango de funciones cruciales para el
organismo, como son el metabolismo, el almacenamiento de glucdgeno, la
detoxificaciéon de farmacos, la produccion de proteinas séricas y la secrecion de bilis
(48). Para ello, el higado requiere un alto nivel de vascularizacién, un flujo
sanguineo lento y un endotelio fenestrado altamente permeable que permite el
contacto directo entre las células hepaticas y la sangre. Dado que todas esas
funciones hepaticas son esenciales para el mantenimiento de la homeostasis, las
patologias hepaticas graves, como la hepatitis, la fibrosis y la cirrosis, a menudo

presentan una alta tasa de morbilidad y mortalidad (49).

14
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La unidad funcional del higado es el I16bulo, estructura hexagonal compuesta por
una vena central desde la cual irradian los cordones de hepatocitos hacia las triadas
portales (vena porta, arteria hepatica y conducto biliar) situadas en los vértices del
hexagono. Los cordones de hepatocitos son ldminas unicelulares de hepatocitos
separados por los sinusoides, que transportan la sangre desde las triadas portales
hasta la vena central (Fig. 1.3.A) (49-51). Cada Iébulo (Fig. 1.3.B) contiene un nimero
variado de sinusoides, que son vasos discontinuos formados a partir de células
endoteliales sinusoidales hepaticas fenestradas (LSEC, “liver sinusoidal endothelial
cells”) especializadas del higado. Las HSC se encuentran en el espacio de Disse,
situado entre los cordones de hepatocitos y los sinusoides. Las células de Kupffer
(KC, “Kupffer cells”), que son los macréfagos especializados residentes del higado,
también se encuentran en los sinusoides (49).

A B Conducto .
Triada biliar Canaliculo Hepatocito

Colanslofl'go_ i Célula estrellada
Espacio de Disse

-

Sinusoides \
; Vena \\
@ porta Vena |
Conducto — central ,

. ili 2

= Arteria oAliar 3

/ hepatica < - A

Cordone§ S /Art ; Célula  Célula endotelial
de hepatocitos i de Kupffer

hepatica

Figura I.3. Estructura del higado y los tipos celulares presentes: I6bulo hepatico (A) y
sinusoide hepatico (B). Adaptado de (49).

El higado, ademds de su papel central como drgano metabdlico, tiene una
importancia critica en la homeostasis y las respuestas inmunoldgicas al dafio. En él
se produce una interseccién entre la circulacion sistémica procedente de la arteria
hepatica y la sangre procedente del intestino por la vena porta (el 80% de la sangre
hepatica) que drena hacia las venas centrales. Esta sangre portal es rica en

antigenos procedentes de la dieta o del ambiente, asi como en moléculas de la
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microflora intestinal. Esta posicidon de guardian otorga al higado no solo la tarea de
extraer y adaptarse a antigenos inocuos, sino también de identificar, unir, inactivar
y filtrar antigenos potencialmente dafiinos antes de ingresar en la circulacién

sistémica (52,53).

.2.2. INFLAMACION HEPATICA Y FIBROGENESIS

La inflamacién es una parte integral de la respuesta hepdtica al dafio. Es un proceso
complejo que se origina como respuesta a diversas condiciones de estrés v,
generalmente, sirve como mecanismo para proteger a los hepatocitos del dafio,
eliminar los restos celulares, favorecer el restablecimiento de la homeostasis y
promover la reparacidn y regeneracion del higado. Sin embargo, las respuestas
inflamatorias desreguladas conducen al dafio de los hepatocitos, aumento de la
infiltracion de leucocitos y secrecion de mediadores profibrogénicos. Las
enfermedades hepaticas son diversas por su naturaleza en términos de etiologia,
cronicidad y posibilidad de recuperacién, pero una caracteristica constante es la
presencia de inflamacidn, la cual se ha asociado con casi todos los tipos de lesion
hepatica, incluido el dafo por patdgenos, consumo excesivo de alcohol, lesion por
isquemia/reperfusidén, xenobidticos (como farmacos) y afecciones metabdlicas
como la esteatohepatitis alcohdlica (ASH, “alcoholic steatohepatitis”), NASH vy
diabetes mellitus (54). Ademas, existe una aparente asociacién entre la presencia

de inflamacidon y un peor prondstico para los pacientes (55).

Como se ha mencionado, la inflamacién hepatica también puede inducir una
respuesta fibrogénica. La fibrogénesis es una respuesta reversible a una lesion
celular aguda o crénica caracterizada por la acumulaciéon de matriz extracelular
(ECM, “extracellular matrix”) para mitigar el dafo tisular. Si la agresion es aguda o
autolimitada, estos cambios son transitorios y la arquitectura del higado recupera

su composicién normal. Sin embargo, si la lesién se mantiene y la inflamacién y la
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acumulacién de ECM persisten, se produce una sustitucién progresiva del
parénquima hepdtico por tejido cicatricial (fibrosis). Este proceso finalmente

conduce al desarrollo de cirrosis y carcinoma hepatocelular (56).

.2.3. CELULAS CLAVE EN LA FISIOPATOLOGIA HEPATICA

Durante la respuesta inflamatoria y fibrogénica, las células residentes en el higado
(hepatocitos, HSC, KC, colangiocitos y LSEC) y las células inmunes infiltradas
(neutrdfilos, macrdfagos y linfocitos) interactian dinamicamente, ya sea para

promover o para resolver la inflamacion y la fibrogénesis (48).

Aunque cada poblacién celular hepatica ejerce un papel importante en el desarrollo
de estos procesos, en esta tesis nos centraremos en las acciones fundamentales

gue ejercen los hepatocitos, los macréfagos hepaticos y las HSC.

1.2.3.1. HEPATOCITOS

Los hepatocitos son las principales células parenquimales del higado, ocupando un
70-85% de su volumen. Ejercen principalmente funciones en el metabolismo, la
detoxificacién y la sintesis de proteinas. Su papel en la inmunidad innata se
encuentra relacionado con la secrecién a la sangre de proteinas especificas que
controlan la infeccidn bacteriana a través de diversos mecanismos, como proteinas
bactericidas, opsoninas que ayudan en la fagocitosis, componentes importantes de
las vias de sefializacion del lipopolisacarido (LPS), incluidos LBP (“LPS binding
protein”), CD14 soluble y sMD-2 (“myeloid differentiation protein 2”), proteinas
clave relacionadas con el metabolismo del hierro (transferrina, lipocalina-2,
hemopexina, hepcidina) que limitan el crecimiento bacteriano, el factor de
coagulacién fibrindgeno y quimiocinas (CCL2, “C-C motif chemokine ligand 2”, y
CXCL1, “C-X-C motif chemokine ligand 1”) para atraer células inmunes, como

macrofagos y neutrdfilos (57).
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El dafio de los hepatocitos puede causar estrés y muerte celular, lo que
desencadena la liberacion de sefiales de peligro denominadas patrones
moleculares asociados al dafio (DAMP, “damage-associated molecular patterns”).
Esta liberacion se puede producir de forma soluble o dentro de vesiculas
extracelulares con el fin de activar una respuesta inflamatoria estéril en las células
inmunes y restaurar asi la homeostasis tisular. Sin embargo, si el estimulo
proinflamatorio persiste, la respuesta inflamatoria se agrava llegando a provocar
inflamacion crénica, remodelacidn tisular y fibrosis (58). Entre los DAMP asociados
con la enfermedad hepatica se encuentran HMGB1 (“high mobility group box 1”),
ADN nuclear y mitocondrial, nucledtidos de purina (ATP, UTP), 4cido Urico y la
interleuquina (IL)-33 (59,60). Los DAMP son reconocidos por los receptores de
reconocimiento de patrones (PRR, “pattern recognition receptors”) localizados
tanto en la superficie celular como intracelularmente en las diferentes poblaciones

celulares hepaticas, como veremos mas adelante (59).

.2.3.2. CELULAS ESTRELLADAS HEPATICAS

Las HSC son la principal poblacién de células hepaticas no parenquimales,

representando aproximadamente un 10% de todas las células residentes (61).

En un higado sano las HSC se mantienen en un estado quiescente (qHSC) y se
localizan en el espacio de Disse, el espacio perisinusoidal entre los hepatocitos y las
LSEC (Fig. 1.3.B) (61). Las qHSC son el principal sitio de almacenamiento de vitamina
A en el cuerpo y son facilmente reconocibles por sus pequefias gotas de lipidos
perinucleares autofluorescentes (62). Las qHSC expresan factores de transcripcion
adipogénicos como PPARy (“peroxisome proliferator-activated receptor y”),
receptor de adiponectina 1, perilipina 2 (PLIN2/ADFP), C/EBPa, C/EBPB y C/EBPS&
(“CCAAT/enhancer-binding protein-o,-B,-6”) y SREBP-1c (“sterol regulatory

element binding protein-1c”) (63). En condiciones fisioldgicas, las HSC regulan el
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recambio de la ECM en el espacio de Disse a través de la secrecién de proteinas de
ECM, enzimas que la degradan (MMP, “matrix metalloproteinases”) y sus
inhibidores tisulares (TIMP, “tissue inhibitor of metalloprotease”) (64). Las qHSC
también producen una variedad de factores de crecimiento y otros mediadores,
incluido el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF, “hepatocyte growth factor”),
el mitégeno mas potente para los hepatocitos, y el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF, “vascular endothelial growth factor”), un mitégeno para las células
sinusoidales y endoteliales (64). Tras la lesién hepatica, las HSC se activan (aHSC) y
se diferencian en miofibroblastos fibrogénicos que se caracterizan por una
disminuciéon del almacenamiento de vitamina A con pérdida del fenotipo
adipogénico (61,65). La activacion de las HSC es una respuesta al dafio compleja 'y
estrechamente regulada que avanza a lo largo de la lesion. Consta de una fase de
"iniciacidon" en la que las gHSC responden a una serie de citocinas y factores de
crecimiento, predominantemente procedentes de macréfagos, y se producen
alteraciones en la composicion de la ECM. En esta fase, las HSC experimentan
cambios en la expresidn génica y el fenotipo, lo que las hace cada vez mas sensibles
a las citocinas y otros estimulos locales. Entre esas moléculas, el factor de
crecimiento transformante B (TGFB, “transforming growth factor B”) esta
generalmente considerado como la citocina fibrogénica mas potente (66). La fase
de “iniciacion” va seguida de una fase de "perpetuacion" durante la cual se
amplifica el fenotipo de aHSC. Esta fase implica una mayor fibrogénesis,
proliferacién, contractilidad y quimiotaxis de las aHSC, con una degradacion
alterada de la ECM vy sefializacion inflamatoria (61,64). Finalmente, si el estimulo
dafino desaparece, sigue una fase de "resolucién", durante la cual las aHSC pueden
eliminarse mediante apoptosis, senescencia o reversién a un fenotipo inactivado

(Fig. 1.4) (61).
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Figura I.4. Funciones, caracteristicas y fenotipos de las células estrelladas hepaticas en el
higado sano y lesionado. Adaptado de (61).

Las HSC son los principales efectores de la fibrogénesis, contribuyendo al 80%-95%
de los miofibroblastos fibrogénicos en las enfermedades hepaticas cronicas.
Ademas de participar en la fibrosis hepatica, las HSC contribuyen a diversas
funciones, como son la inmunidad y la inflamacién, la homeostasis energética y
metabdlica, y el inmunometabolismo (67). Las HSC regulan el sistema inmune
hepatico al interactuar directa o indirectamente con las células del sistema inmune
y, por lo tanto, contribuyen al desarrollo de la inflamacién y la enfermedad
hepatica. Esta interaccion es bidireccional, las HSC reciben sefiales de los leucocitos
dentro del entorno hepatico, las amplifican y producen moléculas que, a su vez, se
dirigen a los leucocitos y los modulan. Mediante la secrecién de citocinas (IL-1B, IL-

6 o IL-8) (68), quimiocinas (CCL2, CCL5, CCL4 o CX3CL1, “C-X3-C motif chemokine
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ligand 1”) y moléculas de adhesiéon (ICAM-1, “intercellular adhesion molecule-1”, y
VCAM-1, “vascular cell adhesion molecule-1"), las aHSC promueven la quimiotaxis
y la adhesidon de los leucocitos, y también pueden regular la activacién,
diferenciacidn, proliferacion, supervivencia y apoptosis de las células inmunes
dentro del entorno hepdtico (69). Asimismo, las HSC pueden actuar como células
presentadoras de antigenos (70) y responder a ligandos del sistema inmune innato
a través de la sefalizacion de receptores tipo Toll (TLR, “Toll-like receptor”) y la
activacidn del inflamasoma (71,72). Se trata de células muy sensibles a las citocinas
proinflamatorias y al LPS, lo que provoca la activacién de vias de sefalizacion
proinflamatorias, como la mediadas por el factor nuclear kappa B (NF-kB, “nuclear
factor-kB”) y la proteina activadora 1 (AP-1, “activator protein 1”), y la consecuente
produccién de quimiocinas y citocinas. Este circuito de retroalimentacion
inflamatoria positiva mantiene un estado de inflamacidn sostenido que asegura la

supervivencia y activacion de las HSC (73,74).

1.2.3.3. MACROFAGOS HEPATICOS

Para cumplir con la tarea de inmunovigilancia, el higado alberga la mayor poblacién
de macrdfagos tisulares del cuerpo humano, las KC, y también es patrullado por
otras células mieloides (48,75). Estos macréfagos especializados representan un 80-
90% de todos los macréfagos del cuerpo (48,76). Sin embargo, la poblacion de
macréfagos observada en el higado tras sufrir un dafio es heterogénea y se ha
clasificado segun su origen en los ya mencionados macrofagos residentes o KC,
macréfagos derivados de monocitos procedentes de la médula ésea (MoMF,
“monocyte-derived macrophages”), que migran procedentes del torrente
sanguineo, y macrdfagos peritoneales, reclutados a las regiones subcapsulares del
higado en circunstancias especificas, como infeccion o cdncer. Los distintos

origenes celulares se han relacionado con diferencias en su funcién, asi como en su
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capacidad de respuesta hacia sefiales de activacién y reclutamiento, lo que influye

directamente en el resultado de la respuesta inmune (55).

Las KC tienen su origen en el saco vitelino durante el desarrollo embrionario y son
capaces de autorrenovarse (65). Se ubican en el lado luminal de los sinusoides
hepaticos donde, a través de largas expansiones citoplasmaticas, detectan
alteraciones en su microambiente (Fig. 1.3.B). Las KC ejercen funciones cruciales
durante la homeostasis, como la eliminacion de patégenos sistémicos o
procedentes del intestino, la regulacion del metabolismo del hierro y la
degradacion de plaquetas. Ademas, debido a su posicién, se encuentran entre los

primeros tipos celulares en responder después de una lesidn hepatica (55).

A diferencia de las KC, los MoMF representan sélo una pequeia proporcion de la
reserva de macrdfagos hepaticos en el higado sano y se encuentran principalmente
en la triada portal (77). Tras la lesidn hepdtica, las KCy otras células hepaticas (HSC,
hepatocitos o LSEC) secretan quimiocinas, como CCL2 o CXCL1, que provocan la
infiltracion masiva de monocitos procedentes de la médula dsea al higado donde
se diferencian a macréfagos, aumentando considerablemente la reserva de
macrofagos hepdticos (52,78—-80). Principalmente, las KC se consideran fagocitos
tolerogénicos, mientras que los MoMF representan un fenotipo inflamatorio (52).
Sin embargo, el fenotipo funcional de ambas poblaciones macrofagicas y su
diferenciacidn son muy diversos y dependen de la interaccidn entre estos fagocitos
y sumicroambiente. En el higado dafiado, el microambiente se altera radicalmente,
las células activadas y estresadas liberan mediadores inflamatorios mientras que
aumenta el nimero de células muertas. Estos cambios tienen un gran impacto en
los fenotipos de las KC y los MoMF, lo que determinarad la contribucién funcional de
los macrofagos a la restauracion tisular o al agravamiento de la lesion hepatica (Fig.

1.5).
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En ratones sanos se han identificado dos poblaciones principales de MoMF
basandose en la expresién del complejo del antigeno linfocitico 6, locus C1 (Ly6C,
“lymphocyte antigen 6C”). Los MoMF Ly6C" tisulares (caracterizados como células
CCR2*CX3CR1*CD43") se han propuesto como células proinflamatorias potentes y
las principales responsables de la inflamaciéon aguda, mientras que las células
Ly6C"°" (que se definen como CX3CR1"CCR2-CD43*) muestran propiedades pro-
resolutivas y pueden servir como precursoras de las células dendriticas. Los MoMF
Ly6CM, ademas, son los precursores de los MoMF Ly6C"°" (52,55,77). Los monocitos
humanos, en cambio, se clasifican por su expresion de CD14 y CD16 como
monocitos cldsicos CD14"CD167, intermedios CD14'CD16* y no clasicos
CD14°CD16". Por sus perfiles de expresidn génica, los monocitos humanos
CD14MCD16™y CD14°CD16" se han identificado con los monocitos de ratén Ly6C*y

Ly6C, respectivamente.
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Figura I.5. (Pagina anterior) Macréfagos hepaticos en el inicio, la progresidn y la resolucion
de la lesiéon hepatica. Tras la lesién de los hepatocitos o colangiocitos se liberan patrones
moleculares asociados al dafio (DAMP), como ADNmt o la proteinas de choque térmico
(HSP). Ademads, productos de la microbiota intestinal (como el LPS) procedentes del flujo
venoso portal actian como patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP). Los DAMP
y PAMP activan las células de Kupffer, que a su vez secretan citocinas inflamatorias (TNFa,
IL-1B) y quimiocinas (CCL2). Mientras que TNFa e IL-1B contribuyen alin mas a la lesion de
los hepatocitos, CCL2 recluta monocitos Ly6C" del torrente sanguineo para infiltrar el tejido
y diferenciarse en macréfagos Ly6C* inflamatorios, fibrogénicos y angiogénicos. Si la
inflamacion no cede, los macréfagos Ly6C* activaran las células estrelladas hepaticas para
que se conviertan en miofibroblastos productores de colageno formando tejido cicatricial.
En caso de resolucion de la inflamacidn, los macréfagos Ly6C* maduraran a macréfagos
Ly6C restauradores y antiinflamatorios, que promueven la degradacion del tejido cicatricial
por las metaloproteinasas que degradan la matriz (MMP). Adaptado de (52).

La heterogeneidad y plasticidad de los macréfagos se expresa mediante una gran
diversidad de citocinas liberadas, marcadores de superficie celular y perfiles
transcripcionales. Para adaptarse al amplio espectro de funciones y fenotipos, los
macrofagos sufren un proceso denominado polarizacién. Tradicionalmente, se han
clasificado como macrofagos clasicamente activados, M1, y macroéfagos
alternativamente activados, M2. La nomenclatura M1/M2 deriva de las respuestas
inmunes generadas por las citocinas que inducen dichos fenotipos, ya que IFNy
(“interferon y”) esta vinculado con respuestas inmunes de tipo TH1, mientras que
las IL-4 e IL-13 con respuestas de tipo TH2. El LPS también promueve la generacion
de macrdéfagos M1 (81). Los macréofagos M1 mostrarian caracteristicas
proinflamatorias, como la expresién de iNOS (“inducible nitric oxide synthase”), y
la secrecion de TNF (“tumor necrosis factor”), IL-1B o especies reactivas de oxigeno
(ROS, “reactive oxygen species”), mientras que los macréfagos M2 tendrian
caracteristicas antiinflamatorias o pro-resolutivas, como la expresidn de arginasa 1,
el receptor de manosa de macréfagos 1 (Mrcl; también conocido como CD206), la
secrecién de IL-10 o la alta capacidad fagocitica. Sin embargo, esta nomenclatura
se basa en estados de polarizacién inducidos in vitro y no refleja adecuadamente la

compleja heterogeneidad de la polarizacidn de los macrdéfagos en el higado in vivo

(55,82); es mas, se ha demostrado la coexistencia de diferentes fenotipos de
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activacion incluso en un higado sano (83). Ademds, una vez activados, los

macréfagos son capaces de cambiar su fenotipo tanto in vitro como in vivo.

La polarizaciéon de los macréfagos estd controlada por diferentes mecanismos
moleculares, que incluyen vias de seializacidn, regulaciéon de la actividad de
factores de transcripcion, mecanismos epigenéticos y reguladores
postranscripcionales. Los factores de transcripcion STAT1, AP-1, IRF5 (“interferon
regulatory factor 5”) y NF-kB estan implicados en la polarizacidon de macréfagos M1,
mientras que STAT3, STAT6, PPARs, KLF4 (“Krippel like factor 4”), IRF4 y c-Myc
estdn asociados con la polarizacién de macréfagos M2 (81,84—-86) (Fig. 1.6). Ademas,
existe una estrecha regulacion entre ellos. Se ha demostrado que la activacién de
STAT6 suprime la activacion de STAT1 (87), mientras que STAT6 actla como un
factor facilitador de PPARy promoviendo su unién al ADN y, en consecuencia,
aumentando la expresidn génica de sus genes diana y la magnitud de las respuestas
(88). Por su parte, la activacion de PPARy reduce la respuesta inflamatoria al
impedir la actividad transcripcional de NF-kB, STAT1 y AP-1 mediante un

mecanismo denominado transrepresion (89-91).
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Figura I.6. (Pagina anterior) Vias de transduccion de sefiales hacia la polarizacidon de
macréfagos M1 y M2. Un estimulo inicial conduce a la activacion de factores de
transcripcion que median los cambios en la produccién transcripcional. También se
muestran los principales genes que son caracteristicos del fenotipo M1 o M2. Arg1: arginasa
1; C/EBPB: proteina de union al potenciador CCAAT B; Chi3/3: chitinase 3-like 3; Ciita: MHC
class Il transactivator; CREB: proteina de unién al elemento de respuesta de cAMP; CSF:
factor estimulante de colonias; IFNy: interferén y; IL: interleuquina; IRF: factor regulador del
interferén; JAK: Janus quinasa; LPS: lipopolisacarido; Mrcl: receptor de manosa de
macréfagos 1; MSK: quinasa activada por mitégeno y estrés; NF-kB: factor nuclear-kB; Nos2:
oxido nitrico sintasa 2; PI3K: fosfoinositol 3-quinasa; PPARy: receptor activado por
proliferadores de peroxisomas y; Retnla: resistin-like-a; STAT: proteina transductora y
activadora de sefiales de la transcripcién; TLR4: receptor tipo Toll 4. Adaptado de (81).

Una de las funciones centrales de las KC en el higado es la vigilancia constante de
amenazas infecciosas o no infecciosas a la integridad del tejido. Para desempenfiar
dicha funcidn, las KC presentan numerosos PRR capaces de detectar patdgenos y
moléculas peligrosas para su posterior eliminacion. Los PRR comprenden al menos
dos familias de proteinas de deteccion: TLR y NLR, que detectan sefiales de peligro
que incluyen patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP, “pathogen-
associated molecular patterns”) y DAMP o alarminas (52,65). En el higado, los
PAMP como el LPS y la flagelina proceden principalmente del intestino y su
presencia en el higado es resultado de una alteraciéon de la composicidon de la

microbiota intestinal y de un aumento de la permeabilidad del intestino (52,77).

En los ultimos afios, se ha profundizado en la funcién que desempefian los
macrdéfagos en la regulacidn de la fibrosis hepatica, sobre la que ejercen un papel
dual participando tanto en su progresién como en su resolucion (92-94). Durante
la progresién de la fibrosis, la inflamacion inducida por el dafio desencadena el
reclutamiento de macréfagos al higado, donde estos producen factores de
crecimiento (PDGF “platelet derived growth factor” y TGFpB), citocinas (TNFa e IL-
1B) y quimiocinas (CCL2 y CCL5) para inducir la activacion y supervivencia de los
miofibroblastos (52). Sin embargo, durante la regresién de la fibrosis hepatica, los
MoMF se someten a un proceso de maduracidn que se caracteriza en ratones por

la regulacién a la baja del marcador de superficie Ly6C, adquiriendo un fenotipo
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antifibrético. Ademds, se detiene la produccidon de factores fibrogénicos e
inflamatorios y, en su lugar, secretan MMP como MMP9 y MMP12 (95) y moléculas
como TRAIL (“TNF-related apoptosis-inducing ligand”) (96), que promueven la
apoptosis de miofibroblastos. Los MoMF también participan en la desactivacion de
los miofibroblastos, induciendo su reversidon a un estado inactivo o de senescencia
gue convierte a estos Ultimos en objetivos de las células NK citotdxicas (p.ej.

mediante la secrecion de IL-22) (77,92,97).

1.2.4. VIAS DE SENALIZACION IMPLICADAS EN LA INFLAMACION Y LA FIBROSIS
HEPATICA

1.2.4.1. NF-kB

La via de sefalizacion de NF-kB es una via evolutivamente conservada con
funciones clave en la regulacidon de las respuestas inmune e inflamatoria. El factor
de transcripcién NF-kB puede estar compuesto por un heterodimero o un
homodimero de varios miembros de la familia Rel de proteinas de unién al ADN. La
familia NF-kB humana consta de cinco subunidades de unién al ADN celular: p50,
p52, cRel, p65 (también llamado RelA) y RelB, codificadas por NFKB1, NFKB2, REL,
RELA y RELB, respectivamente (98). De ellas, p65 es probablemente la subunidad

responsable de la actividad transcripcional mas fuerte de NF-kB (99).

NF-kB se activa por diversos estimulos que suponen un peligro potencial para el
organismo, lo que da como resultado el inicio de respuestas inflamatorias, inmunes,
de cicatrizacién de heridas y de eliminacién de patdgenos. Entre los activadores
mas potentes de NF-kB se encuentran moléculas derivadas de patdogenos (como
LPS, ADN y ARN viral y bacteriano), que estimulan los TLR, asi como citocinas
proinflamatorias como TNF o IL-1. La activacion de NF-kB conduce a la transcripcion

de cientos de genes que contienen sitios de unién a kB, la mayoria de los cuales
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estdn implicados en la regulaciéon de la inflamacidn, las respuestas inmunitarias y la

supervivencia celular (100).

Una inflamacién descontrolada puede ser perjudicial, por lo que la actividad de NF-
KB estd estrictamente regulada a varios niveles. En una célula no estimulada, la
actividad de NF-kB esta principalmente regulada por la unién a unidades
inhibidoras del grupo de proteinas IkB (“inhibitor of kB”), como IkBa (la mas
prominente), kBB, IkBg, IkBy, IkB{y la proteina Bcl3 (“B-cell lymphoma 3”). La unidn
de IkB a NF-kB enmascara el sitio de localizacidn nuclear de NF-kB y secuestra a NF-
kB en el citoplasma. De modo que, para activar NF-kB en respuesta a estimulos
especificos, primero es necesario liberar NF-kB de su inhibidor kB, para que pueda
trasladarse al nucleo e iniciar la transcripcion de genes. En la via candnica, la
fosforilacién de IkB es la marca para su consecuente degradacion por el proteasoma

(100).

NF-kB tiene una amplia gama de funciones en las distintas poblaciones celulares
hepaticas. En los hepatocitos ejerce una actividad antiapoptética, aunque cuando
se produce una sobreactivacion patoldgica esta accién supone una actividad
proinflamatoria (100). En los macréfagos hepaticos promueve la inflamacion del
higado al aumentar la produccidn de citocinas proinflamatorias que son reguladas
por NF-kB, como TNFa, IL-1B e IL-6. Ademas, se ha descrito que su inhibicidn en KC
atenua la fibrosis inducida por CCls en un modelo animal (101). En las HSC la
activacidn de NF-kB da como resultado la estimulacidn de la fibrogénesis debido al
aumento de la supervivencia de las aHSC. Esta activacion se ha observado como
consecuencia de la liberacion de citocinas por parte de los macréfagos hepaticos
(102). Toda esta amplia variedad de funciones supone que NF-kB ocupa un lugar
central en la regulacion de los aspectos clave de la CLD y en la respuesta de

cicatrizacion de heridas resultante, por lo que su activacidén puede ser determinante
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del desenlace de la enfermedad, es decir, su resolucién o progresién a fibrosis y/o

el desarrollo de hepatocarcinoma (100).

[.2.4.2. INFLAMASOMA

El inflamasoma es una familia de complejos multiproteicos que reconocen
diferentes sefiales de dafio, estrés y microbianas. Esta presente en el citosol de
diversas células hepaticas (macréfagos, HSC, LSEC y hepatocitos) y de parte del
sistema inmunoldgico innato. Consiste en una proteina sensor, NLR (“NOD-like
receptor”), y una proteina adaptadora ASC (“apoptosis-associated speck-like
protein containing a caspase recruitment domain”), que proporciona un vinculo
entre dicho receptor y la proforma de la enzima efectora pro-caspasa-1, a través de
su dominio PYD en el extremo N-terminal y su dominio CARD en el extremo carboxi-

terminal, respectivamente (103).

La activacién del inflamasoma conduce a la autoactivacion de la pro-caspasa-1
inactiva, de 45 kDa, en las subunidades p20 y p10 que forman la caspasa-1 activa.
Esta, a su vez, produce la escisién de las citocinas proinflamatorias pro-IL-1B y pro-
IL-18 en sus formas maduras (103,104). La activacion del inflamasoma requiere dos
sefiales esenciales. La primera sefial induce la transcripcién de los componentes del
inflamasoma y citocinas para la respuesta inflamatoria, mientras que la segunda
sefial desencadena la liberacidon de dichas citocinas. En el primer paso, los PRR
como los TLR se activan mediante PAMP o DAMP que indican dafo celular. Estos
PRR estan acoplados a la proteina adaptadora MyD88 que, a través de la interaccion
con NF-kB, induce la expresiéon de proteinas del inflamasoma y citocinas
proinflamatorias. La segunda sefial se inicia mediante la activacion del NLR por
diversos estimulos como el ATP libre (via el receptor P2X5), ROS o el incremento en
el flujo de Ca?* (52,77). Numerosas proteinas NLR pueden estar involucradas en la

activacién de la inflamacién (NLRP1, NLRP3, NLRC4 y AIM2, “absent in melanoma
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2”), sin embargo, el inflamasoma NLRP3 (“Nucleotide-binding oligomerization
domain, Leucine rich Repeat and Pyrin domain containing”) es uno de los mds
estudiados. En presencia de PAMP o DAMP, NLRP3 se oligomeriza y se une a ASC
para ensamblar el inflamasoma, reclutando y activando a la caspasa-1. En
consecuencia, la caspasa-1 activa la IL-1B, la IL-18 y una proteina citosdlica, la
gasdermina D (GSDMD), que facilita la liberacion de IL-1B e IL-18 de la célula
formando poros en la membrana plasmatica (105). Ademas, supone la liberacién
de compuestos intracelulares que actian como DAMP, lo que induce inflamacidny
muerte celular mediante un proceso denominado piroptosis (106). Si bien la
mayoria de las células requieren un proceso de dos pasos, con cebado y activacién
del inflamasoma, los MoMF pueden activarse rapidamente en un proceso de un

solo paso mediante la estimulacién simultanea de TLR y NLRP3 (107).

Diversos estudios han demostrado la participacién de la activacién del inflamasoma
NLRP3 en células del sistema inmune y no inmunes (como hepatocitos y HSC) en el
desarrollo y cronicidad de patologias hepaticas como la fibrosis, NAFLD (108-112)
0 ASH (113,114).

.2.4.3. PROTEIN-QUINASAS ACTIVADAS POR MITOGENQS (MAPK)

La sefializacidn por protein-quinasas activadas por mitégenos (MAPK, “mitogen-
activated protein kinases”) en el higado ocurre en respuesta al estrés fisico y
guimico, entre estas sefales activadoras se encuentran alteraciones en los
nutrientes, factores de crecimiento, citocinas, matriz extracelular, dafio del ADN,
farmacos y toxinas. En mamiferos, se han identificado tres grupos principales de
MAPK que se nombran de acuerdo con su MAPK de ejecucion: quinasas reguladas
por sefial extracelular (ERK, “extracellular signal-regulated kinases”), quinasas p38
y c-Jun N-terminal quinasas (JNK, “c-Jun N-terminal kinases”). Cada uno de estos

grupos es activado por una cascada de protein-quinasas que constan de al menos
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tres componentes o niveles: MAP3K, MAP2K y MAPK. Las ERK son activadas

principalmente por mitégenos, y las quinasas JNK y p38 se activan por el estrés, por

lo que se clasifican juntas como protein-quinasas activadas por estrés (SAPK,

“stress-activated protein kinases”).

En el higado, se ha descrito que la via de sefalizacidon por SAPK ejerce un papel

importante en la lesidn y en el desarrollo de patologias hepdticas como DILI,

hepatitis virica, inflamacién, NAFLD, NASH, ASH, isquemia/reperfusion, fibrosis,

regeneracién y carcinogénesis (115).
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Figura I.7. (Pagina anterior) Ruta de sefalizacién de las protein-quinasas activadas por
estrés (SAPK). JNK: c-Jun N-terminal quinasa; AG: acidos grasos libres; LPS: lipopolisacarido;
UV: ultravioleta; GPCR: receptor acoplado a proteina G; TLR: receptores tipo Toll; ROS:
especies reactivas de oxigeno; HFD: dieta rica en grasa; IRS1: sustrato del receptor de
insulina 1; MAPK: protein-quinasa activada por mitdégenos; MKK: quinasa de MAPK
(mostrado en rosa o violeta); MKKK: quinasa de MKK (mostrado en azul); AMPK: protein-
quinasa activada por AMP; DUSP: fosfatasa de especificidad dual; MKP1: fosfatasa de MAPK
1; MLK: quinasa de linaje mixto; PKD1: protein-quinasa D1. Adaptado de (116).

a. c-Jun N-Terminal Quinasas

Bajo la denominacién de JNK se engloban tres protein-quinasas codificadas por
diferentes genes: MAPK8, MAPK9 y MAPK10 que codifican para JNK1, JNK2 y JNK3,
respectivamente. En el higado se expresan JNK1 y JNK2, pero no JNK3 (117). Las
JNK son activadas por diversos estimulos (incluidos TLR, IL-1B, TNFa, ROS y acidos
grasos libres) y sus sustratos incluyen factores de transcripcion, como c-Jun, Jun B,

Jun Dy Fos, que son los componentes del factor de transcripcién AP-1.

JNK participa en multiples cascadas de seializacidon con relevancia para la lesién
hepatocelular, el metabolismo, la inflamacién y la fibrosis hepatica, de hecho, la
sefializacion por JNK esta asociada con la muerte y supervivencia celular y con la
diferenciacidn, proliferacidn y carcinogénesis en hepatocitos. En los hepatocitos se
ha descrito que la activacién de JNK inhibe la sefializacién de la insulina, incrementa
la produccién mitocondrial de ROS e induce apoptosis (115,118). En las células no
parenquimales, como los macrdéfagos hepaticos y las HSC, JNK participa en la
inflamacién y la fibrosis (117). Asi, en los macréfagos la activacion de JNK estd
asociada al desarrollo de la inflamacién y su polarizacion a un fenotipo M1
(119,120) mientras que, en las HSC, INK participa en su activacién y proliferacion

contribuyendo al desarrollo de fibrosis (121).

Se ha observado una fuerte activacion de JNK en el higado, el tejido adiposo y los
tejidos musculares en ratones sometidos a una dieta rica en grasas (HFD, “high fat

diet”), en ratones genéticamente obesos (ob/ob) y en un modelo de NASH con dieta
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deficiente en metioninay colina (MCD) (122—-124). En este Ultimo modelo que causa
esteatosis hepatica, con lesiones e inflamacién, pero no induce caracteristicas
metabdlicas extrahepaticas como obesidad y resistencia a la insulina, la deficiencia
de JNK1 protegio de los efectos de la dieta, sin embargo, la deficiencia de JNK2 no

tuvo ningun efecto (124).

b. MAPK p38

La MAPK p38 es un regulador clave de numerosos procesos biolégicos, incluidas las
respuestas inflamatorias, asi como la proliferacién y la supervivencia celular. La
familia p38 tiene cuatro isoformas codificadas por distintos genes ubicados en
tdndem en dos cromosomas: p38a (MAPK14) y p38B (MAPK11), y p38y (MAPK12)
y p386 (MAPK13) (125).

p38a es muy abundante en la mayoria de los tipos celulares, siendo la isoforma
predominante en los monocitos y macrofagos (126). Aunque p38a se ha estudiado
ampliamente en macréfagos, su papel sigue siendo controvertido, probablemente
debido a las diferentes condiciones experimentales, lineas celulares, tipos de
macréfagos y/o diferentes estimulos utilizados. Su activacién en macréfagos ha
mostrado tener un efecto proinflamatorio al inducir la secreciéon de citocinas
proinflamatorias y la polarizacion de los macréfagos hacia un fenotipo M1
(127,128), aunque también se ha descrito su participacion en la activacidn
alternativa de los macroéfagos inducida por IL-4 (129). p38 también actua sobre la
via de NF-kB aumentando su accesibilidad a sitios de unién en algunos promotores,
como los de IL-8 y CCL2, en parte mediando la fosforilacion y fosfoacetilacion de

H3, induciendo asi su actividad transcripcional (130).

La expresidn de p38a, p386 y p38y se ha visto aumentada en higados de pacientes
con NAFLD (125). Por su parte, se ha observado que la activacion de p38a en

macrofagos promueve la progresion de NASH (131), mientras que la delecién de
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p38y/6 en neutrdfilos ha mostrado reducir su migracion al higado dafiado y el

desarrollo de esteatosis (132).
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Figura 1.8. Vias de las protein-quinasas activadas por estrés (SAPK) en el higado. JNK: c-Jun
N-terminal quinasa; AG: 4cidos grasos libres; LPS: lipopolisacarido; D-gal: D-galactosamina;
HFD: dieta rica en grasa; MCD: dieta deficiente en metionina y colina; DUSP: fosfatasa de
especificidad dual; MLK: quinasa de linaje mixto; PPARa: receptor activado por
proliferadores de peroxisomas a. Adaptado de (116).

1.2.4.4. EJE CCL2-CCR2

La inflamacion del higado esta regulada por quimiocinas que controlan la actividad
y la migracién de diversas células hepaticas (hepatocitos, KC, HSC y LSEC) y células
inmunes circulantes. Entre ellas CCL2 y CCL5 son las mejor caracterizadas y han sido
relacionadas con la patogenia de la inflamacidon y de la fibrosis hepatica,

contribuyendo al desarrollo de la NAFLD y NASH (133).
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CCL2, también conocido como MCP-1 (“monocyte chemoattractant protein-1”), es
secretado en el higado en grandes cantidades por las KC y aHSC, pero también por
hepatocitos dafiados y LSEC (133). La expresion de CCL2 es inducible y se
desencadena tras la exposicion a diversos estimulos inflamatorios, como IL-1, IL-4,
IL-6, TNFa, TGFB, LPS, IFNy, PDGF, VEGF, M-CSF (“macrophage colony-stimulating
factor”) y GM-CSF (“granulocyte-macrophage colony-stimulating factor”). CCL2
envia sefiales a sus células diana mediante la unidn y la activacién del receptor
transmembrana acoplado a proteina G CCR2, presente principalmente en
monocitos, macrofagos y células T activadas. Se conocen varias cascadas de
sefializacion intracelulares de CCR2, entre las que se encuentra la activacién de la
sefializacion de JAK2/STAT3, MAPK y PI3K (“phosphoinositide 3-kinase”), que
participan en la promocién de la migracién celular, asi como en la liberacion de
calcio mediada por fosfolipasa C. Ademads, CCL2 puede unirse a los receptores de
guimiocinas atipicos ACKR1 y ACKR2 (“atypical chemokine receptors 1 and 2”)
(134). Aunque la funcién mejor caracterizada de CCL2 es la quimiotaxis, se ha
demostrado que CCL2 no solo actta creando un gradiente quimiotdactico durante la
extravasacion de monocitos, sino que también puede controlar la adhesién celular
modulando la expresién y localizacidn de integrinas, asi como la liberacién de acido
araquiddnico. CCL2 también puede prolongar la residencia de las células infiltradas
en los sitios de inflamacion al influir en la apoptosis y/o en las moléculas que
controlan la supervivencia de las células inmunes. Ademas, CCL2 puede
desempeiiar un papel en la activacion de los monocitos para producir citocinas
inflamatorias, y se ha demostrado que CCL2 influye en la polarizacién de los
macréfagos; sin embargo, su efecto hacia una polarizacion M1 o M2 parece

depender del contexto en el que tiene lugar (134).

Tanto CCL2 como su receptor CCR2 se regulan positivamente en el higado
lesionado, promoviendo la migracién de monocitos circulantes al tejido hepatico

dafiado y, por tanto, la inflamacion, fibrosis y esteatosis hepaticas (135). También
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se ha demostrado la participacién de la sefializacion de CCL2 en el desarrollo de
resistencia a la insulina, inflamacidn del tejido adiposo y esteatosis hepatica en
modelos murinos de obesidad (136). En pacientes obesos, el aumento de la
presencia de los macréfagos CCR2* en el tejido adiposo visceral se asociado con una
mayor gravedad histoldgica de NASH (137). CCR2 también actla sobre las HSC
promoviendo su quimiotaxis y, por tanto, la fibrosis hepatica (138); asi, el eje
CCR2/CCL2 se encuentra activado en higados fibréticos de pacientes con NASH

acompafiado de una acumulacion de macréfagos proinflamatorios (137).
.2.5. ENFERMEDAD DE HIGADO GRASO NO ALCOHOLICO (NAFLD)

La NAFLD es la enfermedad hepatica mas comun en la poblacion general, ya que se
estima que afecta aproximadamente al 24% de la poblacién mundial (139), y
representa la causa de trasplante hepatico de crecimiento mas rdpido en los paises
occidentales (140). En personas monoinfectadas por el VIH-1, la NAFLD es la causa
subyacente mas frecuente de alteracion en los niveles plasmaticos de marcadores
de funcién hepatica y su prevalencia podria ser mayor que en la poblacion general,
aunque existen discrepancias entre estudios (141,142). El término de NAFLD
engloba un amplio espectro de enfermedades hepaticas que se presentan sin una
ingesta significativa de alcohol (52). La NAFLD estd asociada con la obesidad, la
diabetes mellitus tipo 2, la presencia de hiperlipidemia y resistencia a la insulina, y
representa la manifestacion hepatica del sindrome metabdlico (52,65). La
secuencia fisiopatoldgica tipica comienza con la aparicién de esteatosis hepatica,
una acumulacidn histoldgica de triglicéridos en mas del 5% de los hepatocitos, que
evoluciona hasta NASH en el 7-30% de los pacientes, la forma progresiva de la
enfermedad caracterizada por la presencia de inflamacién crénica y una lesidn
necrotica de los hepatocitos (143). El siguiente estadio incluiria el desarrollo de
fibrosis, con progresion a cirrosis y, finalmente, carcinoma hepatocelular (Fig. 1.9).

Recientemente, un panel de expertos internacionales ha publicado una declaraciéon

36



Capitulo | INTRODUCCION

de consenso que propone el cambio de nombre de NAFLD a enfermedad de higado
graso asociado al metabolismo (MAFLD, “metabolic-associated fatty liver disease”)
(144). Este cambio no propone Unicamente un cambio de nombre, sino también un
conjunto de nuevos “criterios positivos" para el diagndstico de MAFLD,
independientemente del consumo de alcohol u otras enfermedades hepaticas
concomitantes, dado el aumento dramatico en la prevalencia mundial de esta
enfermedad. Estos “criterios positivos” se basan en pruebas histolégicas, técnicas
de imagen o biomarcadores sanguineos, ademas de uno de los tres criterios
siguientes, sobrepeso/obesidad, presencia de diabetes mellitus tipo 2 o
desregulacién metabdlica. Esta nomenclatura abandonaria la estratificacidon en
NAFLD y NASH, que puede no definir el espectro completo del curso de la
enfermedad (144). Sin embargo, debido a lo novedoso de este término, en esta
tesis continuaremos con la terminologia NAFLD/NASH que ha acompafiado a la

bibliografia.

El mecanismo subyacente para el desarrollo y progresién de la NAFLD humana es
complejo y para explicarlo se han formulado diferentes teorias. Hoy en dia, la teoria
predominante engloba a multiples factores paralelos que actian sinérgicamente en
individuos genéticamente predispuestos, denominada hipdtesis de multiples
impactos (“multiple-hit hypothesis”). Entre estos impactos se incluyen la resistencia
a la insulina, una produccién alterada de citocinas y adipocinas, factores
nutricionales, la microbiota intestinal y factores genéticos y epigenéticos (145). La
grasa se acumula en el higado en forma de triglicéridos, al mismo tiempo que
aumenta la lipotoxicidad por niveles elevados de acidos grasos libres, colesterol y
otros metabolitos lipidicos. Como consecuencia se produce disfuncién mitocondrial
con estrés oxidativo y produccién de ROS, y se activan los mecanismos asociados al
estrés de reticulo endoplasmatico. El aumento de la permeabilidad intestinal
supone un incremento en los niveles circulantes de moléculas, como el LPS, que

contribuyen a la activacién de vias inflamatorias y la liberaciéon de citocinas
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proinflamatorias como IL-6 y TNFa. Todo ello conlleva la inducciéon de dafo
hepatocelular, con posible activacién de la apoptosis en los hepatocitos y la
activacion de las HSC. De hecho, se ha demostrado que las HSC tienen una mayor
sensibilidad al TGFB como consecuencia del aumento de la acumulacién de
colesterol libre en ellas, lo que da como resultado una fibrosis hepatica exacerbada
en la NASH (146). La activacion de los macréfagos hepaticos también resulta clave
en la progresion de la NAFLD, siendo la acumulacién de macréfagos CCR2*
proinflamatorios alrededor de los espacios portales una caracteristica de la NASH

humana, en particular de sus estadios mas avanzados con fibrosis y cirrosis (137).
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Figura 1.9. Factores ambientales y derivados del intestino en la patogénesis de la NASH y el
desarrollo de HCC. NASH: esteatohepatitis no alcohdlica; AG: acidos grasos; TNFSF:
miembros de la superfamilia TNF; TGFB: factor de crecimiento transformante ; HCC:
carcinoma hepatocelular; HSC: células estrelladas hepdticas; LSEC: células endoteliales
sinusoidales hepaticas; RE: reticulo endopldsmico; PRR: receptores de patrones de
reconocimiento. Adaptado de (147).

.2.5.1. TRATAMIENTO FARMACOLOGICO
Hoy en dia, sin un tratamiento farmacoldgico aprobado, las modificaciones en el
estilo de vida centradas en alimentacidon saludable y ejercicio regular son las

principales recomendaciones para los pacientes con NAFLD/NASH. Sin embargo,

existen multiples razones sociales, psicoldgicas, fisicas, genéticas y epigenéticas
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qgue pueden limitar la capacidad de los pacientes para adoptar y mantener dichos
cambios, convirtiéndose en un desafio que en muchos casos no tiene éxito. Por
tanto, se requiere el uso de intervenciones farmacoldgicas con el objetivo de

reducir la carga individual y social de la enfermedad (148,149).

Aunque no esta aprobada su indicacion para la NAFLD, las guias clinicas si que
incluyen recomendaciones para su apoyo farmacolédgico en ciertas condiciones
como el diagnoéstico de NASH con fibrosis significativa y/o con alto riesgo de
progresion de la enfermedad, es el caso de la vitamina E y la pioglitazona, agonista

de PPARy (149,150).

Actualmente, se estdn realizando numerosos estudios preclinicos y clinicos
dirigidos a actuar sobre el eje “metabolismo-inflamacién-fibrogénesis”. Algunos
compuestos estan dirigidos a modular/inhibir la muerte de los hepatocitos (como
el inhibidor de la pan-caspasa), otros a reducir la inflamacién y/o fibrosis
(antagonista de CCR2/CCR5 o inhibidor de galectina-3), otros a regular rutas
metabdlicas (pan-agonistas de PPAR, agonistas de FGF21 “fibroblast growth factor
21", inhibidor de ACC “acetyl-CoA carboxylase”, agonistas de GLP-1 “glucagon-like
peptide-1”, etc.), y otros actlan sobre el eje intestino-higado (agonistas de FXR
“farnesoid X receptor" o analogos de FGF19) (151). En la Tabla I.2. se muestra un
resumen de los ensayos clinicos mas avanzados de terapias novedosas para el
tratamiento de NASH.

Tabla I.2. (Pagina siguiente) Resumen de ensayos clinicos de terapias novedosas para la

resolucion de NASH. RESOL.: Resolucidon; REDUC.: Reduccion; DM2: diabetes mellitus tipo
2; sc: subcutaneo. Adaptado de (152).
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a MECANISMO ENSAYO ID DEL RESOL. REDUC.
FARMACO DE ACCION CLiNICO FASE ENSAYO NASH  FIBROSIS
Estudio FLINT llb NCT01265498 No Si
aq Agonista de Estudio
Acido i
o FXR de 12 REGENERATE || NCT02248351 Mo .
obeticdlico generacion = o]
studio
REVERSE 1] NCT03439254 - -
ppomsace DTS
Cilofexor FXR de 22 P 1l NCT02854605 No No
L. NASH no
generacion .
cirrética
Agonista de Estudio Il NCTO2855164 i ;
. FLIGHT-FXR
Tropifexor FXR de 22 Estudio
generacion TANDEM Ilb NCT03517540 - -
Estudio ,
. Agonista de GOLDEN-505 b NCT01694843 St No
Elafibranor PPAR a/5 Estudio
RESOLVE-IT 1] NCT02704403 No No
- Pan-agonista Estudio ,
Lanifibranor de PPAR NATIVE Ilb NCT03008070 Si -
. Agonista dual Estudio ,
Saroglitazar de PPAR a/y EVIDENCE IV 1 NCT03061721 Si No
. . Agonista . , ,
Liraglutida receptor GLP-1 Estudio LEAN Il NCT01237119 Si Si
. Agonista Semaglutida ,
1l NCT02970942 N
Eeaelueds receptor GLP-1 sc. en NASH €1029709 S °
. Estudio
Tirzapatida Ag°“'§fpo_'i GP syneroy- b NCT04166773
¥ NASH
MEDIO382 en
Agonista de personas con
Cotadutida glucagony sobrepeso, Il NCT02548585 - -
GLP-1 obesidad y
DM2
MGL-3196 I NCT02912260 Si -
. para NASH
. Agonista de -
Resmetirom TSHB Estudio
MAESTRO- 1] NCT03900429 - -
NASH
Estudio
Ilb NCT02217475 N Si
Cenicriviroc Antagonista de CENTAUR o :
CCR2/CCR5 Estudio
AURORA 1] NCT03028740 - No
selonsertib Farmacos Estudio " NCT03053050 No No
antifibroticos STELLAR-3,4 NCT03053063
. Farmacos GS-6624 para NCT01672866
Simtuzumab i rsticos NASH "o Ncroie72s7e O No
X Inhibidor de Estudio
Emricasan pan-caspasa ENCORE-NF 1l NCT02686762 No No
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Debido a que la dislipidemia contribuye significativamente a un mayor riesgo
cardiovascular en los pacientes con NAFLD y juega un papel clave en el desarrollo y
la progresion de la enfermedad, el uso de farmacos antidiabéticos e
hipolipemiantes es habitual en la practica clinica. Sin embargo, algunos farmacos
de las familias de farmacos hipolipemiantes mas utilizadas se han asociado con
elevaciones adversas de las enzimas hepaticas (p. ej., estatinas, fibratos). Es por ello
gue, a dia de hoy, se emplean con cautela y contintan los estudios para aclarar su
seguridad y eficacia en este contexto clinico. Entre las limitaciones de los estudios
realizados hasta ahora se incluyen un tamafio poblacional relativamente pequefo

y un periodo de seguimiento corto (153).

Dado que los pacientes desarrollan la NAFLD/NASH a través de mdltiples
mecanismos, los tratamientos ideales deberian ser personalizados para cada
paciente, actuando sobre distintas dianas terapéuticas. Sin embargo, actualmente

esta aproximacion terapéutica es inviable por su elevado coste (148,151,154).

1.3. REPOSICIONAMIENTO DE FARMACOS

El reposicionamiento de farmacos se basa en identificar nuevas indicaciones para
el uso de farmacos ya aprobados o en desarrollo para otras patologias. Esta
estrategia ofrece varias ventajas sobre el desarrollo de un fdrmaco completamente
nuevo para una indicaciéon determinada. En primer lugar, el riesgo de fracaso es
menor porque el farmaco ya ha mostrado ser suficientemente seguro en modelos
preclinicos y en humanos si se han completado los ensayos en las primeras etapas,
por lo que es menos probable que falle en los ensayos de eficacia posteriores, al
menos desde el punto de vista de la seguridad. En segundo lugar, se puede reducir
el plazo para el desarrollo de farmacos, porque la mayoria de las pruebas
preclinicas, la evaluacion de la seguridad y, en algunos casos, el desarrollo de la

formulacién, ya se habran completado. En tercer lugar, se necesita menos
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inversidon, aunque esto variara en funcidn de la etapa y el proceso de desarrollo del

farmaco candidato a reposicionar (155).

Un ejemplo de éxito del reposicionamiento de farmacos seria, como hemos
mencionado, el caso de la AZT, cuya indicacién inicial fue el tratamiento del cadncer
pero que demostré ser efectiva en el tratamiento de la infeccidn por VIH (155). En
lo que respecta a la NAFLD, nos encontramos el ejemplo de la pioglitazona, cuya
indicacion aprobada es la diabetes mellitus tipo 2 pero se admite su uso en ciertas
condiciones de NAFLD ya que se ha observado que mejora la esteatosis y la

necroinflamacion (149).
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El objetivo general de este estudio fue explorar la respuesta antiinflamatoria y
antifibrética inducida por el fdrmaco antirretroviral Rilpivirina en la enfermedad de
higado graso no alcohdlico, caracterizando los mecanismos celulares y moleculares

implicados en modelos in vitro e in vivo.
Los objetivos especificos establecidos para alcanzar el objetivo general fueron:

= Caracterizar el efecto de Rilpivirina en la infiltracion de macroéfagos en el
higado y los mecanismos moleculares implicados en un modelo murino
nutricional de enfermedad de higado graso no alcohélico e in vitro.

= Caracterizar la respuesta antiinflamatoria de Rilpivirina en células
estrelladas hepaticas y macrdfagos in vitro, evaluando su papel en la
regulacion de diferentes rutas inflamatorias y de respuesta a estrés.

= Evaluar el efecto de Rilpivirina en la modulacién de la polarizacién de
macréfagos humanos in vitro.

= Estudiar la inactivacion de las células estrelladas hepaticas en biopsias
hepaticas de pacientes con VIH que padecen de enfermedad hepatica no
alcohdlica y han recibido tratamiento con Rilpivirina.

= Analizar la expresion de marcadores de inflamacién en células
mononucleares de sangre periférica de pacientes con enfermedad hepatica

no alcohdlica y en tratamiento con Rilpivirina.
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11l.1. REACTIVOS

I11.1.1. FARMACO ANTIRRETROVIRAL

El farmaco antirretroviral Rilpivirina empleado en los ensayos in vitro se adquiri
de Biosynth Carbosynth® (Compton, Reino Unido) y fue disuelto en dimetil
sulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania). Para los ensayos in vivo se
empled el medicamento Edurant®, cuyo principio activo es la RPV, que se obtuvo
del Servicio de Farmacia Hospitalaria del Hospital Clinico Universitario de Valencia
(Espafia). Los comprimidos de Edurant® fueron pulverizados en un mortero de

vidrio y disueltos en DMSO para su administracién oral en los animales.

I11.1.2. REACTIVOS QUIMICOS GENERALES

Todos los reactivos quimicos generales empleados en esta tesis fueron de grado
analitico y fueron adquiridos de Sigma-Aldrich, Panreac Quimica S.L.U. (Barcelona,
Espafia), Merck Milipore (Darmstadt, Alemania) y Roche Life Science (Penzberg,

Alemania).

[1.1.3. REACTIVOS PARA CULTIVO CELULAR

Los medios y suplementos para el cultivo celular fueron obtenidos de Gibco™
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.), Sigma-Aldrich y Lonza (Basilea,
Suiza) (Tabla 11.1).

Tabla IlI.1. (Pagina siguiente) Reactivos usados en cultivo celular y su proveedor.
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REACTIVO COMPANIA

Dimetil sulfoxido (DMSO) Sigma-Aldrich
Medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) con alta

concentracién de glucosa (4,5 g/L) Gibco

Suero fetal bovino (FBS) Lonza

Medio X-VIVO™ 15 Lonza

Solucidn salina equilibrada de Hank (HBSS) Lonza
Tripsina-EDTA 0,25% Gibco
Penicilina/Estreptomicina Gibco

Piruvato de sodio Gibco

Aminoacidos no esenciales (NEAA) Gibco

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Lonza

HEPES (N-2-hidroxietilopiperacina-N-2-acido etanosulfénico) Gibco

111.2. MODELOS EXPERIMENTALES
Il.2.1. MODELOS IN VITRO
11.2.1.1. LINEAS CELULARES HUMANAS

LX-2, una linea inmortalizada de HSC humanas, fue obtenida de Sigma-Aldrich y
cultivada en DMEM con alta concentraciéon de glucosa (4,5 g/L), suplementado con

10% de FBS inactivado, 100 U/mL de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina.

La linea monocitica humana THP-1 procedente de la “European Collection of Cell
Culture” (Salisbury, Reino Unido) fue mantenida en suspensién (1x10°-1x10°
células/mL) en medio RPMI 1640 suplementado con 10% de FBS inactivado, NEAA
1X, 1 mM de piruvato de sodio, 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de

estreptomicina y HEPES 10 mM.
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111.2.1.2. AISLAMIENTO DE CELULAS MONONUCLEARES Y OBTENCION DE
MACROFAGOS

La sangre procedente de donantes sanos se recogié en tubos de citrato en el
Hospital Clinico Universitario de Valencia. Las células mononucleares de sangre
periférica (PBMC, “peripheral blood mononuclear cells”) se aislaron mediante
centrifugacion en gradiente de densidad, a 400 g durante 40 min, en tubos con 15
mL de Ficoll® Paque Plus (GE Healthcare Life Sciences, Boston, MA, EE.UU.). Tras
recoger el halo correspondiente a las células mononucleares, estas se
resuspendieron en un mismo volumen de tampén fosfato salino (PBS, “phosphate-
buffered saline”) sin calcio ni magnesio, y se centrifugaron de nuevo a 400 g
durante 10 min. Se resuspendieron en medio de cultivo X-VIVO™ 15 suplementado
con 1% de FBS, penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 ug/mL y se sembraron
8x10° PBMC por pocillo en placas de cultivo de 6 pocillos. Tras 2 h se lavaron con
HBSS y se afiadié medio X-VIVO™ suplementado, ademads de con los componentes
anteriores, con M-CSF 20 ng/mL (Peprotech, Londres, Reino Unido). Los macréfagos
derivados de monocitos (MDM) se obtuvieron después de 5 dias de incubacion

cambiando el medio suplementado cada 2-3 dias.

Centrifugacion

rPlasma
r Sangre

- PBMC y basdfilos

[ Ficoll-Paque Plus

1 Eritrocitos y

- Ficoll-Paque Plus
. granulocitos

Figura Ill.1. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) mediante
centrifugacién en gradiente de densidad.

51



Capitulo Il MATERIAL Y METODOS

Todos los cultivos celulares fueron mantenidos en un incubador de células (IGO
150, Jouan, Saint-Herblain Cedes, Francia) a 372C, en una atmosfera humidificada

con 5% de C0O,/95% de aire (AirLiquide Medical, Valencia, Espafia).

11.2.1.3. TRATAMIENTOS IN VITRO

Las concentraciones de farmaco fueron escogidas considerando la variabilidad
interindividual en su farmacocinética (156). Para evaluar los posibles resultados
producidos de manera dependiente de la concentracidn se escogieron 4
concentraciones de RPV (1, 2, 4 y 8 uM). Ademads, en cada experimento se
afiadieron un control negativo (células sin tratar) y un control del vehiculo del
farmaco. Si no se indica lo contrario, las células fueron tratadas durante 48 h. Todos
los tratamientos se realizaron usando cultivos celulares sub-confluentes. En el caso

de los MDM, los tratamientos se llevaron a cabo el quinto dia desde su aislamiento.

Los efectos de RPV fueron comparados con aquellos producidos por moduladores
farmacolégicos de diferentes procesos fisiopatolégicos (Tabla I1l.2). Ademads, se
emplearon estimulos profibrogénicos o proinflamatorios para realizar ciertos
experimentos, en los que las células LX-2 fueron cotratadas con TGFB1 (2,5 ng/mL)
durante las 48 h de tratamiento con RPV y los MDM fueron pretratados con LPS (2
ng/mL) durante 1 h para, a continuacidn, ser cotratados con RPV durante 48 h.

Tabla I11.2. Estimulos utilizados, incluida la concentracién especifica empleada, descripcion
de sus acciones farmacoldgicas y casas comerciales de las que se adquirieron.

NOMBRE CONCENTRACION ACCION COMPARNIA
LPS Estimulo . .
(E. coli 0111:B4) O i/l & A proinflamatorio SieraleliEn
Estimulo
IFNy 20 ng/mL proinflamatorio Peprotech
L . Miltenyi Biotec
-4 20 ng/mlL Activacion altt'arnatlva (Gladbach,
de los macrofagos .
Alemania)
Esti
TGFB1 2,5 ng/mL stimulo Miltenyi Biotec

profibrogénico

52



Capitulo Il MATERIAL Y METODOS

111.2.2. MODELO /N VIVO DE ENFERMEDAD DE HIGADO GRASO NO ALCOHOLICO

Para el desarrollo del modelo animal se emplearon ratones hembra C57BL/6J de 10
semanas de edad proporcionados por Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, Francia).
Los animales (20 + 3 g de peso) dispusieron, si no se especifica lo contrario, de
acceso ad libitum a dieta normal (Envigo, Huntingdon, Reino Unido) y agua, y se
mantuvieron a 21 + 12C con ciclos de luz y oscuridad (12 h/12 h). Los animales se
repartieron aleatoriamente en los diferentes grupos experimentales formados por
10 ratones cada uno. Todos los procedimientos se realizaron segun la legislacion
vigente y fueron aprobados por el comité de ética local (cddigo de autorizacidn

2014/VSC/PEA/00188).

Se empled como modelo de NAFLD un modelo nutricional de dieta rica en grasa
(HFD, “high fat diet”), en el que un grupo experimental de ratones fue alimentado
durante 12 semanas con esta dieta (59% de grasa, 26% de hidratos de carbono, 15%
de proteinas y 2% de colesterol; Ssniff® EFR/M D12330 mod.*/Surwit) preparada
por Ssniff Spezialdidten GmbH (Soest, Alemania), mientras que el otro grupo fue
alimentado con dieta normal (ND, “normal diet”). A su vez, se realizaron 3

subgrupos en funciéon del tratamiento administrado:

- Grupo control, ratones que no recibieron ningun tipo de tratamiento.
- Grupo vehiculo, ratones administrados con el vehiculo del fdrmaco
(DMSO).

- Grupo RPV, ratones administrados con el farmaco RPV.

La dosis de RPV fue calculada usando un factor de escalado alométrico entre
especies, basado en calculos del drea de superficie corporal, establecido por la FDA
para alcanzar en ratdn una dosis equivalente a la dosis terapéutica diaria maxima
en humanos (25 mg) (157). Los animales fueron tratados diariamente via oral (p.o.)

con 0,1 mg de RPV disuelto en 10 pL de DMSO. También fueron pesados
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semanalmente. Al final del procedimiento fueron sacrificados mediante
hipovolemia tras exanguinacién previa anestesia con isoflurano 5%. Para la
obtencién de plasma, las muestras de sangre fueron recogidas de la vena cava,
homogeneizadas con un 10% de EDTA 0,5 M a pH 8 y centrifugadas a 1500 g
durante 15 min a 49C. Los higados fueron pesados y fijados en soluciéon de
formaldehido Histofix® Preservative (Panreac) para su posterior analisis histolégico,

o rapidamente congelados en N; liquido para su almacenaje a -80°C.
[1.2.3. MUESTRAS DE PACIENTES EN TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL

En colaboracidn con el grupo de la Dra. Maria Luisa Montes, de la Unidad de VIH
del Hospital Universitario La Paz de Madrid, se emplearon muestras de ADN
complementario (ADNc) obtenido de PBMC y muestras de biopsias hepaticas de
pacientes infectados con VIH-1 de dicho hospital, ya recogidas durante un
procedimiento previamente aprobado por su Comité Etico (ref. PI-2248). Las
muestras proceden de pacientes adultos de ambos sexos con infeccién por VIH-1
en tratamiento antirretroviral estable (incluyendo regimenes con y sin RPV) y con
una carga viral < 50 copias/mL, que presentaron una elevacidn de transaminasas
de cualquier nivel durante mds de seis meses sin causa aparente. Estos pacientes
se sometieron a un estudio protocolizado de despistaje de enfermedad hepatica
autoinmune, genética o metabdlica con analitica, ecografia abdominal, medida de
rigidez hepatica y esteatosis mediante elastografia de transicion y CAP (“Controlled
Attenuation Parameter”; método no invasivo para la determinacion de esteatosis
basado en la elastografia). Se excluyeron todos los sujetos que presentaban
coinfeccién por VHB y VHC, asi como los consumidores habituales de alcohol (mas
de 30 g/dia para hombres y de 20 g/dia para mujeres), los consumidores habituales

de cualquier otra droga y aquellos con potencial hepatotoxicidad farmacoldgica.
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111.3. ANALISIS DE EXPRESION PROTEICA

I11.3.1. RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

Las células se recogieron al finalizar los correspondientes tratamientos. En el caso
de las LX-2, inmediatamente después de recoger el medio de cultivo, las células
fueron lavadas con PBS atemperado y despegadas mediante la adicién de tripsina-
EDTA 0,25% (a 372C durante 1 min). La suspension resultante se centrifugd a 500 g
durante 3 min a temperatura ambiente (Universal 320 Centrifuge, Heittich,
Tuttlingen, Alemania), se descarté el sobrenadante y el pellet de células se

resuspendié en 1 mL de PBS frio.

En el caso de los MDM, tras recoger el medio de cultivo, las células fueron
despegadas rascando con un raspador de células la superficie del pocillo con 1 mL

de PBS frio.

En ambos casos, la suspensién resultante de células en PBS se centrifugd en una
microcentrifuga (5415-R, Eppendorf, Hamburgo, Alemania) a 500 g durante 5 min
a 4°C. Finalmente, los sobrenadantes fueron descartados y los pellets de células
almacenados a -802C hasta su uso. Del mismo modo, el medio retirado tras el
tratamiento se centrifugd a 500 g durante 5 min a 42C para retirar cualquier resto

celular, se recogid y se conservd a - 802C para su posterior uso.

[11.3.2. EXTRACCION DE PROTEINA CELULAR TOTAL

Los pellets de MDM fueron resuspendidos en 60 pL de tampdn de lisis compuesto
por 90% de PhosphoSafe™ Extraction Reagent (Merck Milipore) y 10X de
cOmplete™, Mini Protease Inhibitor Cocktail (Roche Life Science), un céctel de
inhibidores de serin-, cistein- y metaloproteasas. Tras vortear durante 10 s, se

incubaron a temperatura ambiente durante 5 min. A continuacidn, se centrifugaron
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a 16000 g durante 5 min a 42C. Por ultimo, se recogid el sobrenadante (extracto de

proteina celular total) y se almacend a - 802C hasta su uso.

111.3.3. EXTRACCION DE PROTEINAS NUCLEARES Y CITOSOLICAS

Al finalizar el tratamiento, las células LX-2 se recogieron como se ha descrito
previamente con PBS vy tripsina-EDTA 0,25%. Se empled el kit “NUCLEAR
EXTRACTION KIT Millipore 2900” (Merck Milipore) y, segun las instrucciones del
fabricante, se realizd un lavado previo del pellet con 70 pL de “Cytoplasmic Lysis
Buffer” (proporcionado) suplementado con ditiotreitol (DTT) 0,5 mM e inhibidores
de proteasas en dilucién 1:1000, incubando en hielo durante 15 min y
centrifugando a 200 g durante 5 min a 49C. Se descarté el sobrenadante y se
resuspendid de nuevo el pellet evitando la formacién de espuma en 70 pL de
“Cytoplasmic Lysis Buffer” suplementado de la misma manera que en el paso
anterior. Se procedid a la lisis mecanica de las células pasandolas 4 veces por una
aguja de 25 G. A continuacidn, se centrifugd a 8000 g durante 20 min a 42C y se
recogié el sobrenadante como fraccién citosdlica. El pellet restante se lavé con 40
uL de “Cytoplasmic Lysis Buffer” suplementado y se centrifugd a 8000 g durante 10
min a 42C. Se descartd el sobrenadante y se resuspendié en 70 uL de “Nuclear
Extraction Buffer” (proporcionado) suplementado con DTT 0,5 mM e inhibidores de
proteasas en diluciéon 1:1000. Se lisaron los nucleos pasandolos 4 veces por una
aguja de 25 G y se incubaron en un agitador rotativo tipo noria a 42C durante 45
min. Finalmente, se centrifugaron a 16000 g durante 5 min a 42C y se recogieron

las fracciones nucleares. Los extractos se almacenaron a - 802C hasta su uso.

111.3.4. CUANTIFICACION DE PROTEINAS: ENSAYO DE ACIDO BICINCONINICO
(BCA)

El contenido en proteinas se cuantificé empleando el ensayo de BCA. Este ensayo

estd basado en la reaccidn de Biuret, la cual consiste en la reduccidn de Cu?* con
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residuos oxidables de los aminoacidos como tirosina, cistina, triptéfano o cisteina.
Los iones Cu* producidos se unen a dos moléculas de BCA, formando un complejo
de color morado intenso que absorbe luz a 562 nm. La absorcién del compuesto es
proporcional a la concentracidn de proteina presente en un amplio rango de

concentraciones (0,02-2 mg/mL) (158).

Para el ensayo se utilizé el “BCA Protein Assay Kit” (Pierce Chemicals, Boulder, CO,
EE.UU.). Siguiendo las instrucciones del fabricante, se realizdé una curva estandar
con diluciones seriadas de albimina de suero bovino (BSA, “bovine serum
albumin”) para relacionar la variacién de la absorbancia con la cantidad de proteina.
En una placa de 96 pocillos sobre hielo se agregaron 20 plL/pocillo de muestra
diluida (1:20), curva patrén (0,03125 - 1 mg/mL) o blanco (agua). Después, se
anadieron 200 uL del reactivo por cada pocillo. El reactivo se prepard siempre en el
momento del ensayo, mezclando 50 partes del reactivo A (que contiene BCA,
carbonato sddico, tartrato sddico y bicarbonato sédico en 0,1 M de NaOH) con 1
parte del reactivo B (Cu,SO4 al 4%). El ensayo se realizd siempre por duplicado y la

placa se incubd 30 min a 379C con agitacion constante y protegida de la luz.

La medicion de la absorbancia a 570 nm se realizd con un lector
espectrofotométrico de placas Multiskan™ Ascent (Thermo Labsystems, Beverly,

MA, EE.UU.).
[11.3.5. WESTERN BLOTTING (WB)
[11.3.5.1. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

Los geles de poliacrilamida se prepararon usando wuna solucién de
acrilamida/bisacrilamida en proporcién 37,5:1 (Panreac). Los geles de resolucion,
con diferentes porcentajes de poliacrilamida (8-15%), se prepararon en Tris-HCl

0,375 M pH 8,8 y SDS 0,1%. Los geles de concentracién se prepararon en Tris-HCl
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0,125 M pH 6,8 y SDS 0,1%. Para catalizar la reaccién de polimerizacién, se usé
persulfato de amonio (APS) (SERVA, Heidelberg, Alemania) y N,N,N’,N’-
tetrametiletilendiamina (TEMED) (Fluka, Sigma-Aldrich).

Antes de ser cargados en el gel, los extractos proteicos se prepararon con la misma
cantidad de proteinay se trataron con el tampdn de carga de Laemmli (0,5 mM Tris-
HCI pH 6,8, 25% glicerol v/v, 10% SDS, 0,5% B-mercaptoetanol y 0,5% de azul de
bromofenol). A continuacion, se hirvieron durante 5 min a 952C para desnaturalizar
las proteinas. Junto a las muestras, siempre se afiadié un marcador para determinar
el peso molecular de los polipéptidos en el gel (EZ-RUN™ Pre-stained Rec Protein

Ladder, Thermo Fisher Scientific).

La electroforesis se realizd usando el sistema Mini-PROTEAN® Tetra Cell
Electrophoresis (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE.UU.) y el tampdn de
electroforesis (Trizma base 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1%) a un voltaje

constante de 120 V.

111.3.5.2. TRANSFERENCIA DE PROTEINAS A MEMBRANAS DE NITROCELULOSA

Una vez realizada la electroforesis, se llevd a cabo la transferencia de las proteinas
desde el gel a una membrana de nitrocelulosa de 0,45 um (GE Healthcare Life
Science), utilizando un “Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell” (Bio-Rad) en
presencia de tampon de transferencia (Trizma base 25 mM, glicina 192 mM, MeOH
20%), tal y como indica el protocolo de Bio-Rad. La transferencia se realizé durante

1 h, a 4°Cy a una corriente eléctrica constante de 400 mA.

111.3.5.3. TINCION CON ROJO PONCEAU Y MARCAJE CON LOS ANTICUERPOS

Después de la transferencia, la membrana de nitrocelulosa se incubd 1 min con la
solucion rojo Ponceau (0,1% Ponceau/5% solucién de acido acético) (Sigma-

Aldrich), que tifie las proteinas reversiblemente y se utiliza como control de la

58



Capitulo Il MATERIAL Y METODOS

cantidad de proteinas cargadas y de la calidad del proceso de transferencia. La
tincién de Ponceau se elimind con agua destilada y se procedidé a incubar la
membrana en agitacion continua con una solucién bloqueadora (leche en polvo sin
grasa o BSA al 5% preparada en el tampdn Tris salino con Tween 20 0,1% v/v (TBS-
T)) durante 1 h a temperatura ambiente. A continuacién, se afiadid el anticuerpo
primario diluido en solucién de bloqueo y suplementado con azida sédica 0,02%
(NaNs, Merck Milipore), y se incubd toda la noche a 49C en agitacion. Tras la
incubacién con el anticuerpo primario, la membrana se lavé 3 veces durante 10 min
con TBS-T en agitacion fuerte para eliminar el exceso de anticuerpo.
Posteriormente, se incubd con el anticuerpo secundario preparado en solucién de
bloqueo durante 1 h a temperatura ambiente, seguido de 3 lavados de 10 min con
TBS-T en agitacién fuerte. Todos los anticuerpos primarios y secundarios

empleados se encuentran detallados en la Tabla ll.3.

Tabla Ill.3. Anticuerpos primarios y secundarios empleados en los experimentos de WB.

ANTICUERPOS PRIMARIOS

PROTEINA ESPECIE PM (KDa) DILUCION COMPANIA (ref.)
STAT1 Conejo 84,91 1:1000 Cell signaling (14994S)
p-STAT1 Ratén 84,91 1:1000 Abcam (ab29045)
STAT3 Conejo 88 1:1000 Abcam (ab68153)
p-STAT3 Conejo 88 1:1000 Abcam (ab76315)
p65 Raton 65 1:1000 Invitrogen (339900)
p-p65 Conejo 65 1:1000 Cell signaling (3033)
Caspasa-1 Conejo 20, 45 1:1000 Cell signaling (2225S)
NLRP3 Conejo 110 1:1000 Cell signaling (13158)
p38 MAPK Conejo 38 1:1000 Sigma-Aldrich (506123)
p-p38 MAPK Conejo 38 1:1000 Cell signaling (9216)
JNK Ratén 46, 54 1:1000 Invitrogen (AHO1362)
p-JNK Conejo 46, 54 1:1000 Invitrogen (700031)
Nucleolina Conejo 105 1:2000 Sigma-Aldrich (N2662)
GAPDH Conejo 36 1:25000 Sigma-Aldrich (G9545)
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ANTICUERPOS SECUNDARIOS

ANTICUERPO MARCAJE  DILUCION COMPANIA (ref.)
Anticuerpo de cabra
anti-IgG de ratén
Anticuerpo de cabra
anti-IgG de conejo

HRP 1:2000 Thermo Fisher (31430)

HRP 1:5000 Vector (PI-1000)

111.3.5.4. DETECCION POR QUIMIOLUMINISCENCIA

El revelado del inmunomarcaje se realizé utilizando los reactivos Immobilon™
Crescendo Western HRP substrate (Merck Millipore), Immobilon™ Forte Western
HRP substrate (Merck Millipore) o SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity
Substrate (Thermo Fisher Scientific). Este método de deteccion estd basado en una
reaccion de oxidacidén de luminol catalizada por la enzima peroxidasa de rabano
(HRP, "horseradish peroxidase") conjugada al anticuerpo secundario que, en
presencia de peréxido de hidrégeno, genera 3-aminoftalato con una emision a 425
nm. El tiempo de exposicién varié segun la intensidad de la sefial de cada proteina
y el reactivo utilizado. La visualizacién del inmunomarcaje se realizé con una
maquina de revelar automatica Amersham ImageQuant 800 (GE Life Science). Los
andlisis densitométricos de estos resultados se realizaron usando el software Multi
Gauge V3.0 (Fujifilm, Tokio, Japdn). Se utiliz6 GAPDH como control de carga del

extracto proteico total.

1.3.5.5. REUTILIZACION DE LAS MEMBRANAS DE NITROCELULOSA

Con el fin de reutilizar la membrana de nitrocelulosa y analizar en ella otros
anticuerpos, se procedid a la eliminacion de los anticuerpos primarios y
secundarios, rompiendo su unién con la membrana. Dicho proceso se realizé
sumergiendo la membrana en una solucién de glicina 0,5 M pH 2,5 durante 1 h a

temperatura ambiente, bajo agitacidon constante. Posteriormente se realizaron 3
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lavados de 10 min con TBS-T a temperatura ambiente. A partir de este punto, el WB
se continud con el protocolo estandar anteriormente descrito (apartado 111.3.5.3),

iniciando con el bloqueo de la membrana.
11.4. ENSAYO POR INMUNOABSORCION LIGADO A ENZIMAS (ELISA)

La secrecién de CCL2 (MCP-1) en cultivo celular por parte de las células LX-2 y MDM
se midié mediante ELISA, usando el kit “Human MCP-1 ELISA Kit” (Invitrogen) segun
las instrucciones del fabricante. Brevemente, los pocillos fueron lavados dos veces
con 300 pL de “Wash Buffer” (proporcionado). Se realizaron diluciones seriadas 1:2
para la recta patron de MCP-1 humano con el “Assay Buffer” (proporcionado) (1-
0,03125 ng/mL). Se afiadieron 100 pL de las diluciones seriadas para realizar la recta
patrén y 80 pL de “Assay Buffer” con 20 plL de cada muestra (sobrenadantes sin
diluir de medio de cultivo de LX-2 tratadas o sobrenadantes de medio de MDM
diluidos 1:100 con “Assay Buffer”) para evaluar las muestras. Se usaron 100 plL de
“Assay Buffer” como blanco. Cada muestra, punto de la recta, blanco o control se
analizdé por duplicado. Después de afiadir 50 pL de anticuerpo monoclonal anti-
MCP-1 humano conjugado con HRP a todos los pocillos, la placa fue incubada a
temperatura ambiente durante 2 h en un agitador de placas. Para retirar cualquier
exceso de anticuerpo, los pocillos se lavaron tres veces con 300 pyL de “Wash
Buffer”. La sefal se reveld con la adicion de 100 plL de “Substrate solution”
(tetrametil-benzidina), incubando la placa durante 10 min protegida de la luz. La
reaccion enzimatica se detuvo con 100 pL de “Stop Solution” (acido fosférico 1 M).
La absorbancia se midi6é inmediatamente después usando una longitud de onda de
450 nmy la longitud de onda de 620 nm como referencia con el espectrofotémetro

Infinite® 200 PRO series (TECAN Trading AG, Mannedorf, Suiza).
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111.5. INMUNOFLUORESCENCIA

Tras aislar los PBMC por el método del Ficoll explicado en la seccién 111.2.1.2, se
sembraron 0,5x10° células por pocillo en placas de 24 pocillos con un cubreobjetos
circular de vidrio (12 mm). Las células se cultivaron y trataron como se detalla en el

apartado 111.2.1.

Siete dias después del aislamiento, las células se lavaron con 0,5 mL de PBS
atemperado y estéril y se fijaron con 0,4 mL de paraformaldehido (PFA) al 4% en
PBS atemperado durante 15 min a temperatura ambiente. A continuacién, las
células se lavaron 2 veces con PBS durante 5 min, se permeabilizaron con Triton X-
100 al 0,1% en PBS durante 10 min y se lavaron 2 veces con PBS durante 5 min. Se
incubaron con un tampon de bloqueo (5% de suero de cabra en PBS y Tritédn X-100
al 0,3%) durante 1 h a temperatura ambiente y, posteriormente, con el anticuerpo
primario (Phospho-Stat6 (Tyr641) (D8S9Y) Cell Signaling #56554) a 4°C durante
toda la noche, a una dilucién 1:300 en solucidn para anticuerpo (10% de BSA en PBS
y Tritdén X-100 al 0,3%). El dia siguiente, las células se lavaron 3 veces con 0,5 mL de
PBS durante 5 min y se incubaron con el anticuerpo secundario (Goat anti-rabbit
Alexa Fluor 488 nm) a una dilucién 1:500 en solucién de anticuerpo durante 2 h
protegido de la luz. Finalmente, se lavaron las células 3 veces con 0,5 mL de PBS
durante 5 miny se procedié al montaje con “ProLongTM Gold antifade reagent with

DAPI” (Invitrogen) sobre un portaobjetos.

Las imagenes se tomaron con el microscopio confocal Leica SP8 (Leica
Microsystems, Wetzlar, Alemania) y se analizaron con el software CellProfiler 4.2.1

(Cambridge, MA, EE.UU.).
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111.6. CITOMETRIA DE FLUJO

Se despegaron los MDM rascando con 0,4 mL de PBS frio y se recogieron en tubos
de citdmetro. Se afiadid el mix de anticuerpos a todas las condiciones con el
volumen indicado por el fabricante (Tabla Ill.4), excepto al tubo empleado para
detectar autofluorescencia, y se incubaron durante 15 min en oscuridad. Se
afiadieron 240 pL de solucién de lisado BD™ FACS™ (BD, San Jose, CA, EE.UU.) y se
incubaron durante 10 min en oscuridad. La fluorescencia se detectd utilizando un
citdmetro BD LSRFortessa™ X-20 (BD Bioscience, Franklin Lakes, NJ, EE.UU.) y los

datos se analizaron con el software BD FACSDiva™ (BD Bioscience).

Tabla lll.4. Anticuerpos empleados en citometria de flujo.

ANTICUERPOS

PROTEINA FLUOROCROMO COMPANIA (ref.)
CD14 Brilliant Violet 510™ Biolegend (301842)
CD163 PE/Cyanine7 Biolegend (333614)
CD86 Alexa Fluor 647 Biolegend (305416)
CD206 VioBlue® Miltenyi biotec (130-127-809)

111.7. ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA

1.7.1. EXTRACCION DE ARN DE CULTIVO CELULAR

El ARN total celular se obtuvo usando el kit “illustra™ RNAspin Mini” (GE
Healthcare), segun las instrucciones del fabricante. Los pellets se resuspendieron
en 350 plL de tampdn de lisis con 3,5 pL de B-mercaptoetanol, se lisaron las células
pasandolas a través de una aguja de 25 G y se filtré el lisado resultante. A
continuacién, se afiadieron 350 ulL de etanol 70% y se transfirieron las muestras a
una columna que retiene ARN. Se realizaron diferentes pasos de desalado,
digestion de ADN con ADNasa | y lavados con los tampones proporcionados con el

kit para finalmente eluir el ARN con 30 pL de agua “libre de ARNasas”.
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La concentracion y pureza del ARN obtenido se cuantific6 mediante
espectrofotometria utilizando el espectrofotdmetro NanoDrop® ND-1000
(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, EE.UU.). Como control de la pureza del
ARN extraido, se consideré como valido un valor para el ratio entre las absorbancias

2260y 280 nmdeentre2y 2,2.
111.7.2. EXTRACCION DE ARN DE TEJIDO HEPATICO

La extraccion de ARN de tejido hepatico se realizd usando el reactivo TriPure
Isolation Reagent (Roche Life Science). Las muestras hepaticas (30-40 mg) fueron
homogeneizadas con MACS™ Dissociator (MACS, Miltenyi Biotec) en 750 pL TriPure
y centrifugadas a 16000 g durante 15 min a 49C. A continuacién, se afiadieron 150
uL de cloroformo al sobrenadante para separar las diferentes fases (acuosa,
interfase y orgéanica), se vortearon las muestras, se incubaron en hielo 15 miny se
centrifugaron a 16000 g durante 15 min a 42C. La fase superior transparente y
acuosa, que contiene el ARN, se recogié en nuevos tubos, a los que se afiadieron
500 pL de isopropanol para precipitar el ARN, y se incubaron las muestras durante
toda la noche a -202C. El ARN precipitado se recogié mediante centrifugacion a
16000 g durante 20 min a 49C, se lavé con 1 mL de etanol al 70% para centrifugar
de nuevo a 16000 g durante 15 min a 42C. Finalmente, el pellet de ARN se dejo
secar al aire a temperatura ambiente y se resuspendié en 50 pL de agua libre de
ARNasas. La concentracion y pureza del ARN obtenido se cuantific6 mediante
espectrofotometria utilizando el espectrofotometro NanoDrop® ND-1000 (Thermo

Fisher Scientific).
11.7.3. SINTESIS DE ADN COMPLEMENTARIO POR RETROTRANSCRIPCION (RT)

La sintesis de ADNCc se realizé utilizando la transcriptasa reversa PrimeScript™ RT
Reagent Kit (Perfect Real Time) (TaKaRa Bio Inc., Otsu, Japon) siguiendo el

protocolo recomendado por el fabricante. Se transcribié 1 ug de ARN total con

64



Capitulo Il MATERIAL Y METODOS

PrimeScript Buffer, 1 uL PrimeScript RT Enzyme Mix |, 50 pmol Random 6-mers and
25 pmol Oligo dT Primer en un volumen final de 20 uL. La reaccidon tuvo lugar en un
termociclador GeneAmp® PCR System 2400 (PerkinElmer Inc, Waltham, MA,
EE.UU.) con las siguientes condiciones: 372C durante 15 min, 852C durante 5 sy 42C

hasta su almacenamiento a -209C.

[11.7.4. RT-PCR CUANTITATIVA A TIEMPO REAL (qRT-PCR)

Para realizar la qRT-PCR se empled TB Green® Premix Ex Tag™ (Tli RNaseH Plus)
(TaKaRa Bio Inc.), que contiene TaKaRa Ex Tag HS, un mix de dNTP, Mg?*, Tli ARNasa
Hy SYBR Green | (un fluoréforo que emite fluorescencia Unicamente cuando se une
a ADN de doble cadena; tras cada ciclo, éste se excita y se mide su emision de
luminiscencia pudiendo cuantificar la cantidad de producto obtenido). La reaccion
se realizé con 1 pL de ADNc, 5 pL TB Green® Premix Ex Tag™, cebadores 2 uM
(sentido y antisentido) y agua libre de ARNasas en un volumen final de reaccién de
10 pL. Las qRT-PCR se realizaron en un termociclador Lightcycler® 96 Real-Time PCR
System (Roche Life Science), siguiendo el siguiente protocolo: 30 s a 952C; 5 s a
9529C, 20 s a 60°C (50 ciclos); 1 s a 95 2C; 15s a 659C; 1 s a 952C y 30 s a 409C. En
cada experimento se incluyé un control negativo al cual, en vez de ADNc, se
adiciond 1 pl de agua; todas las reacciones se realizaron por duplicado. Las parejas
de cebadores empleadas para genes humanos (Tabla II.5) y de ratén (Tabla Il1.6)
fueron sintetizadas por IDT® (Integrated DNA Technologies, Coralville, 1A, EE.UU.) o
Metabion (Planegg, Alemania). Antes de su uso, los cebadores se testaron
empleando un analisis del punto de fusion del producto y una electroforesis en un
gel de agarosa del 2% con Serva DNA Stain G (Serva) y tampdn TAE (20 mM Tris pH
7,8,0,5 mM EDTA y 10 mM acetato de sodio).
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Tabla lIl.5. Parejas de cebadores para genes de ratdn empleados en gRT-PCR.

PAREJAS DE CEBADORES PARA GENES DE RATON

GEN SENTIDO (5'>3’) ANTISENTIDO (5'>3’)
Actb GCCAACCGTGAAAAGATGACC GAGGCATACAGGGACAGCAC
Adgrel TGACTCACCTTGTGGTCCTAA CTTCCCAGAATCCAGTCTTTCC
Argl GTGGGGAAAGCCAATGAAGAG TCAGGAGAAAGGACACAGGTTG
Ccr2 CCAGAAGAGGGCATTGGATT CCAGAAGAGGGCATTGGATT
Pparg ACCACTCGCATTCCTTTGAC CCACAGACTCGGCACTCAAT
Stat6 GAGCTACTGGTCAGATCGGC ACTCCGGAAAGCCTCATCTT

Tabla lll.6. Parejas de cebadores para genes humanos empleados en qRT-PCR.

| PAREJASDE CEBADORES PARA GENES HUMANOS

GEN SENTIDO (5'>3’) ANTISENTIDO (5'>3’)
ACTB GGACTTCGAGCAAGAGATGG AGCACTGTGTTGGCGTACAG
ARG1 AGGGACAGCCACGAGGAGGG AGTTTCTCAAGCAGACCAGCCTTTC
CASP1 AGAGAAAAGCCATGGCCGAC CCTTCACCCATGGAACGGAT

CcCL2 AGCAGCAAGTGTCCCAAAGA GGTTGTGGAGTGAGTGTTCAAG
CD206 CTTTGGACGGATGGACGAGG CAAGGAAGGGTCGGATCGTG

CD86 ACCAACACAATGGAGAGGGAA TTGCCCAGGAACTTACAAAGGA

IFNG GGCTGAACTGTCGCCAGCAGC GTTGGCTGCCTAGTTGGCCCC

IL10 GTGATGCCCCAAGCTGAG CACGGCCTTGCTCTTGTTTT

IL1B TTCGACACATGGGATAACGAGG TTTTTGCTGTGAGTCCCGGAG

IL6 CACTGGTCTTTTGGAGTTTGAGG ATTTGTGGTTGGGTCAGGGG
CXCL8 AGAGACAGCAGAGCACACAAG AATTTGGGGTGGAAAGGTTTGG
NLRP3 AGAACTGTCATCGGGTGGAG AACTGGAAGTGAGGTGGCTG
PPARG GACAGGAAAGACAACAGACAAATC GGGGTGATGTGTTTGAACTTG

PYCARD CAAACGTTGAGTGGCTGCTG GAGCTTCCGCATCTTGCTTG
STAT6 AGCCCAAGGATGAGGCTTTC AATCAGGGGCCATTCCAAGG
TNFA AGCCGAATCGCCGTCTCCTA CAGCGCTGAGTCGGTCACCC

Los datos de qRT-PCR fueron analizados usando el método comparativo Cr(159)
obteniendo la expresion génica relativa del gen de interés. Este método se basa en
esta ecuacion: Fold Change = 22T donde ACr = Cr (gen de interés) - CTr (gen de
control de carga), y A(ACr) =ACr (tratado) - ACr (control). Se usé ACTB/Actb (B-

actina) como control de carga.
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Para cuantificar el nimero de copias amplificadas en el ADNc de los pacientes,
generamos rectas patron utilizando diluciones seriadas de un producto de PCR
(ADN) previamente purificado para cada par de cebadores. Los datos se
normalizaron utilizando ACTB como control de carga y la expresién génica se

representé como una relacidn entre el nimero de copias del gen de interés y ACTB.

111.7.5. ANALISIS TRANSCRIPTOMICO

El ARN total de tejido hepatico se aislé como se detalla en el apartado 111.7.2. con
TriPure Isolation Reagent (Roche Life Science). Los pasos siguientes para el analisis
transcriptéomico se llevaron a cabo en la Unidad de Analisis Multigénico de la Unidad
Central de Investigacién de Medicina (Facultad de Medicina, Universitat de

Valéncia).

La concentracién y pureza de las muestras de ARN se determinaron usando el
Genequant Pro Classic spectrophotometer (GE Healthcare). El analisis de integridad
se realizé con el RNA-6000 Nano Lab-on-a-Chip kit y el Bioanalyser 2100 (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU.). El array usado en este analisis
transcriptémico fue el GeneChip Mouse Gene 2.0 ST Array (Affymetrix, Santa Clara,
CA, EE.UU.). Antes, todas las muestras se normalizaron a 300 ng de ARN y se
hibridaron con el Hybridization Oven 645 (Affymetrix) durante 16 h a 452C. Fluidics
Station 450 (Affymetrix) se empled en todos los procesos de lavado necesarios.
Finalmente, las muestras se escanearon mediante el GeneChip Scanner 3000 7G

(Affymetrix).

111.7.5.1. ANALISIS DE DATOS

El analisis bioinformatico de los datos obtenidos de la transcriptémica se realizé en
colaboracién con el Dr. Francisco Garcia Garcia, de la Unidad de Bioestadistica del

Centro de Investigacion Principe Felipe (Valencia).
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Los datos se estandarizaron usando el método Robust Multi-array Average (160) y
la normalizacidn por cuantiles. La expresion génica diferencial se analizé utilizando
los paquetes Limma (161) y MaSiPpro (162) de Bioconductor. El ajuste del p-valor
de pruebas multiples se realizé de acuerdo con la metodologia de Benjamini y
Hochberg (163) y el analisis de conjuntos de genes se llevd a cabo utilizando los
términos “Gene Ontology” (GO) mediante un modelo de regresion logistica
(164,165). Este método detecta bloques de genes funcionalmente relacionados en
listas de genes ordenados por expresion diferencial regulados significativamente al
alza o a la baja. Dado que muchos términos funcionales se prueban
simultdneamente, los resultados de los tests se corrigen por pruebas multiples para
obtener un p-valor ajustado. El andlisis de conjuntos de genes devuelve p-valores
ajustados basados en el método “False Discovery Rate method” (163,166). La
nomenclatura GO para los genes en el microarray se tomd de la versidn Ensembl

78 (http://www.ensembl.org) (167).
111.8. INMUNOHISTOQUIMICA (IHQ)

La IHQ es una técnica que permite detectar la distribucidon y localizacién de
proteinas y otros antigenos dentro de secciones de tejido usando anticuerpos

especificos.
11.8.1. PREPARACION DE LA MUESTRA

Inmediatamente tras el sacrificio de los animales, las muestras de higado de ratén
fueron conservadas en Histofix® Preservative listo para usar para diagndstico clinico
(Panreac) a 49C. El tejido fijado en formaldehido fue embebido en parafina y
cortado en secciones de 5 um con el microtomo Leica RM2245 (Leica). Las secciones
embebidas en parafina (FFPE, “formalin-fixed, paraffin-embedded”) se montaron

en portaobjetos de vidrio y se desecaron en una estufa.
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En el caso de las biopsias hepdticas de pacientes, las muestras proporcionadas se

encontraban como FFPE.
11.8.2. DESPARAFINACION Y EXPOSICION DE LOS EPITOPOS

Previo a su desparafinacion, los cortes se incubaron en un horno a 552C durante 30
min para derretir la parafina. Las FFPE se lavaron con xileno para solubilizar y retirar
la parafina. A continuacidn, los cortes se rehidrataron en disoluciones de etanol en

agua de concentracidn creciente para acabar en agua destilada.

Durante el proceso de fijacién el formaldehido forma puentes de metileno que
unen covalentemente proteinas y enmascara la accesibilidad de los antigenos
evitando la unidn del anticuerpo. De modo que un paso previo para exponer los
antigenos es necesario para romper los enlaces ya mencionados. Con este objetivo,
los cortes se sumergieron en tampadn citrato pH 6 (Sigma-Aldrich) y se calentaron a
952C en bafio maria durante 30 min. A continuacidn, los cortes se dejaron enfriar

durante 30 min y se lavaron 3 veces en agua destilada durante 5 min.
11.8.3. BLOQUEO DE LA PEROXIDASA ENDOGENA

Debido a que escogimos como método de deteccidn la actividad de la HRP y a que
el higado contiene peroxidasas endégenas que pueden reaccionar con la solucidn
cromogeénica sustrato produciendo sefial no especifica, las preparaciones se
incubaron con una soluciéon de perodxido de hidrégeno al 3% (Sigma-Aldrich)
durante 30 min para bloquear esta reaccidén, y se lavaron dos veces con agua

destilada durante 5 min y otras dos veces en TBS-T.
111.8.4. MARCAIJE INMUNOHISTOQUIMICO

Las incubaciones se llevaron a cabo en una camara humidificada. Para bloquear los

sitios de unidn no especificos y reducir el fondo, las muestras se incubaron con 10%
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de suero normal de la especie en la que se habia generado el anticuerpo secundario
(cabra), mas 1% de BSA diluido en TBS, en el caso de CCR2, o en TBS-T con 5% de
suero de cabra para STAT1 durante 1-3 h. Los cortes se incubaron con el anticuerpo
primario (Tabla II.7) diluido en la misma soluciéon de bloqueo, durante toda la
noche a 49C. Al dia siguiente, los cortes se lavaron 3 veces durante 5 min en TBS-T
y se incubaron con el anticuerpo secundario SignalStain® Detection Reagent (Cell
signaling) durante 45 min. Finalmente, previo a la deteccién cromogénica, los

cortes se lavaron 3 veces con TBS-T durante 5 min.

Tabla Ill.7. Anticuerpos primarios empleados en los ensayos de inmunohistoquimica.

ANTICUERPOS PRIMARIOS

PROTEINA ESPECIE DILUCION COMPANIA (ref.)
CCR2 Conejo 1:100 Abcam (Ab273050)
STAT1 Conejo 1:250 Cell signaling (14994S)

11.8.5. DETECCION CROMOGENICA

Se empledé el sustrato cromogénico para la enzima peroxidasa “3,3’-
diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) Enhanced Liquid Substrate System”
(Sigma-Aldrich) para inmunodetectar los antigenos diana. La enzima peroxidasa,
presente en el anticuerpo secundario y en complejos avidina-biotina, convierte el
sustrato DAB en un precipitado insoluble marrén. DAB fue preparado siguiendo las
instrucciones del fabricante y se afadid a las muestras durante 1-15 min,
dependiendo de las necesidades del anticuerpo primario empleado,
continuamente controlando la aparicion de la sefial marrén. Una vez producida la
tincién, se detuvo la reaccidn sumergiendo los cortes en agua durante 2 min, y
luego se lavaron 3 veces con PBS durante 10 min. La especificidad del marcaje se
verific6 mediante la ausencia de marcaje en secciones de tejido analogo sin

presencia de anticuerpo primario.
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111.8.6. TINCION CON HEMATOXILINA

Los cortes se incubaron con “Haematoxylin solution” (Gill No. 3; Sigma-Aldrich)
durante 20 s. Se realizaron lavados secuenciales en agua destilada (20 s), etanol
acido (30 s), H,CO4 diluido (1 min) y agua destilada (5 min). A continuacién, se
produjo la deshidratacién sumergiendo los cortes en concentraciones crecientes de
etanol en agua para finalizar en xileno y proceder al montaje con “DPX® Mountant

for histology” (Sigma-Aldrich).

111.8.7. TOMA DE IMAGENES Y CUANTIFICACION DE LA SENAL

Para la toma de imagenes se empled el microscopio Leica DMD 6200 (Leica
Microsystems). Se utilizo el software Fiji (Bethesda, MD, EE.UU.) para cuantificar la
sefial nuclear de DAB en las células no parenquimales seleccionadas manualmente

en 10 imdagenes de cada muestra.

11.9. ENSAYO DE MIGRACION DE MONOCITOS

El ensayo de migracion de monocitos se realizé usando el kit “Calbiochem®
InnocyteTM 96-Well Monocyte Cell Migration Assay” (Merck Milipore), basado en
el principio de la cdmara de Boyden, que consiste en insertar un cultivo celular

revestido con una membrana porosa en una placa de cultivo diferente.

Se lavaron las células THP-1 2 veces con PBS para eliminar los restos de suero y se
resuspendieron en medio X-VIVO 15 sin suplementar a una concentracion de 3x10°
células/mL. Se afadieron al pocillo inferior segliin corresponda 150 pL de medio
condicionado procedente de MDM tratados con RPV durante 48 h, human MCP-1
(CCL2) 10 ng/mL en medio X-VIVO 15 como control positivo o medio X-VIVO 15 sin
suplementar como control negativo. Todas las condiciones se evaluaron por
triplicado. Se afiadieron 100 pL de la suspension de células en el pocillo superior y

se dejaron migrar durante 15 h a 372Cy 5% de CO;, en un incubador de células (IGO
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150, Jouan). Al finalizar la migracién los medios con las células migradas se
transfirieron a una placa negra y cénica de 96 pocillos (proporcionada con el kit), la
cual se centrifugd 10 min a 300 g. Se descarté el sobrenadante, se lavaron los
pocillos con 200 pL de PBSy, a continuacidn, se afiadieron 100 pL de “Cell Labeling
Mixture” (Calcein-AM en PBS) a cada pocillo. Tras 30 min de incubacién a 372C en
un incubador de CO,, se leyd la placa usando un lector de placas de fluorescencia
(SpectraMax Gemini XPS, Molecular Devices, San Jose, CA, EE.UU.), con una

longitud de onda de excitacion de 485 nm y 520 nm de emisidn (Fig. 111.2).

. | Medio
THP-1 [ sin suero

b0 | Medio Medio Medio
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-
.
1
i

Figura 11.2. Ensayo de migracion de monocitos. Creado con BioRender.com.

111.10. PRESENTACION DE DATOS Y ANALISIS ESTADISTICO

Todos los valores estan expresados como media + error estandar de la media (SEM).
El nimero de experimentos independientes (n) para cada pardmetro esta indicado

en la leyenda de las figuras; todas las medidas se repitieron 3-8 veces. A menos que
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se indique lo contrario, los datos estan representados como porcentaje de control
(ratones o células sin tratar considerados 100%). Los ratios de expresiones
proteicas se expresan en tanto por 1 considerando 1 el valor del control. Los datos
se analizaron usando el software GraphPad Prism® 8.0.2 (GraphPad Prism®

Software Inc., La Jolla, CA, EE.UU.).

En los experimentos in vivo, las comparaciones se realizaron entre dos grupos
diferentes y se analizaron independientemente mediante la prueba de t de Student.
La significatividad estadistica entre el grupo control y vehiculo se expresé como #
cuando p < 0,05, y la significatividad entre el grupo vehiculo y el grupo tratado con

el farmaco se expresé como * cuando p < 0,05.

Para los experimentos in vitro, se realizé en analisis ANOVA de una via seguido del
test de Bonferroni para comparar todos los tratamientos con su respectivo
vehiculo. La significatividad estadistica se expresd como *, **, *** y **** cyando
p <0,05, p<0,01, p< 0,005y p<0,0001, respectivamente. Los andlisis estadisticos
del vehiculo frente a los estimulos con TGFB o LPS, se realizaron usando el test t de
Student (#p < 0,05, ##p < 0,01 y ###p < 0,005). Se utilizd el coeficiente de
correlacién de Pearson para evaluar la fuerza y la direccidn de la relacion lineal de

la expresidn de dos genes que presentaban una distribucién normal.

Para la cuantificacion de las IHQ de STAT1, se realizd una transformacion
logaritmica (Ln) de los valores de cuantificacion de sefal, y se realizé una
comparacion entre sujetos en terapia con y sin RPV. Las diferencias en LnSTAT-1 se
analizaron mediante el analisis de varianza factorial, considerando la exposicién a
RPV vy los diagndsticos de esteatosis, esteatohepatitis y fibrosis como factores
intersujetos, y el tiempo de exposicion a RPV (meses) y el indice de masa corporal

(IMC) como covariables.
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SECCION I: CARACTERIZACION DEL EFECTO DE RILPIVIRINA EN UN MODELO
NUTRICIONAL DE NAFLD

IV.1. ANALISIS TRANSCRIPTOMICO

En primer lugar, se realizd un analisis transcriptdmico con muestras de tejido
hepatico de ratones alimentados durante 12 semanas con HFD y ratones HFD
tratados con RPV que incluyd un andlisis de enriquecimiento de conjuntos de genes
para detectar bloques de genes funcionalmente relacionados, significativamente

regulados al alza o a la baja, agrupados como procesos bioldgicos de funciones.

Regulacion de la Via de
Activacion de Regulacion de :eslulacién produccion de citocinas |Respuesta Via de sefializacion  |s€halizacién por
macréfagos macréfagos a;i:mﬁ" implicadas_ enla ) inflamatoria de Toll receptores tipo
implicados en la apoptéticos lde respuesta inflamatoria Toll
i [leucacitos
respuesta inmune RESPUESTA INFLAMATORIA VIA DE SENALIZACION DE TOLL
ACTIVACION DE LEUCOCITOS
. | Respuesta
Respuesta inflamatoria | o\ ,jar al
- » 5 aguda LPS Regulacio
Proliferacion de células Respuesta a| "egulacion
i 1 ela
mononucleares Via de seRalizacign Stocinas oroduccién
mediada por IL-1 de IL-6
LTy REGULACION DE CITOCINAS
Regulaclon- t;le la migrac‘\‘én de Regulacion de la cascada  Regulacior
extravasacion celular leucocitos de p38 MAPK beia . o
kascada Produccion de citocinas
QUIMIOTAXIS Y MIGRACION peMARk
DE LEUCOCITOS Via de sefializacion " = -
mediada por MAIDESERALZACIONIDEINARK Traslocacién al nicleo | Sefializacion IkB
integrinas de NF-kB quinasa/NF-kB
Regulacion de la migracién | Regulacion de la Regulacion de la cascada VIA DE SENALIZACION DE NF-kB
de leucocitos adhesién celular de JNK

Figura IV.1. Treemap mostrando los diferentes procesos bioldgicos relacionados con la
inflamacién y la quimiotaxis y migraciéon de leucocitos que estdn significativamente
reguladas a la baja en muestras hepaticas de ratones HFD tratados con RPV. Se muestran
los términos “Gene Ontology” (GO). Los datos se obtuvieron del analisis bioinformatico de
enriquecimiento del conjunto de genes realizado después del andlisis transcriptémico del
ARN de tejido hepdtico completo de ratones de los grupos de HFD y HFD+RPV (n=3). p-valor
ajustado <0,05.
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Entre los resultados obtenidos, es importante destacar los procesos bioldgicos
relacionados con la respuesta inflamatoria y la quimiotaxis y migracién de
leucocitos, ya que son dos procesos intimamente relacionados, de gran importancia
en el desarrollo de la NAFLD y asociados a la activacidon de las células no
parenquimales. En el treemap (Fig. IV.1) se observan los procesos biolégicos
relacionados con estas respuestas, representados jerarquicamente en rectangulos
anidados, cuyo tamanfo es proporcional a su expresién diferencial entre los grupos
experimentales estudiados. Curiosamente, todas las funciones que se muestran
fueron reguladas a la baja en respuesta a RPV. Entre ellas se encuentran las vias de
sefializacion de las MAPK (incluidas las cascadas mediadas por JNK y p38), la
sefializacion por NF-kB y las vias de sefializacion reguladas por TLR. En los animales
tratados con RPV también disminuyeron las funciones relacionadas con la
regulacién de citocinas y la activacién de leucocitos, tal y como se muestra en la
figura IV.1y enla tabla IV.1.

Tabla IV.1. (P4gina siguiente) Lista de funciones bioldgicas relacionadas con la inflamacion
y la quimiotaxis y migracién de leucocitos que estan significativamente reguladas a la baja
en ratones alimentados con HFD tratados con RPV. Se muestran los términos “Gene
Ontology” (GO). Los datos se obtuvieron del analisis bioinformatico de enriquecimiento del

conjunto de genes realizado después del analisis transcriptémico del ARN de tejido hepatico
completo de ratones de los grupos de HFD y HFD+RPV (n=3). Lor: Logaritmo del odds ratio.
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#término Lor a?::::;
Via de sefializacion de receptores tipo Toll (GO:0002224) -0,39 4,8¢*
Via de sefalizacion de Toll (GO:0008063) -0,64 0,021
Importacidon de NF-kB al nucleo (GO:0042348) -0,41 0,0068
Regulacidn de la sefializacion de IKB quinasa/ NF-kB 0,27 2 4e

(G0:0043122)

Sefializacion de IKB quinasa/ NF-kB (G0O:0007249) -0,3 6,1e”’
Regulacién de la cascada de MAPK (GO:0043408) -0,25 2,3e’10
Regulacion de la cascada de p38MAPK (GO:1900744) -0,71 9,7e¢*
Regulacidn de la cascada de JNK (GO:0046328) -0,27 4,9¢*
Migracion de leucocitos (GO:0050900) -0,18 0,0032
Quimiotaxis (GO:0006935) -0,11 0,016
Regulacién de extravasacion celular (GO:0002691) -0,66 0,007
Regulacién de quimiotaxis de leucocitos (GO:0002688) -0,24 0,027
Regulacidn de la adhesidn celular (G0O:0030155) -0,16 0,002
Regulacién de la migracion celular (GO:0030334) -0,2 5,6e”7
Quimiotaxis de leucocitos (GO:0030595) -0,18 0,021
Regulacion del proceso apoptdtico de macréfagos 0,63 0,024

(GO:2000109)
Regulacion de la activacion de leucocitos (GO:0002694) -0,22 4,6e°®

Activacidon de macrdfagos involucrada en la respuesta inmune
(GO:0002281)

Via de sefalizacion mediada por integrinas (GO:0007229) -0,23 0,017
Regulacidn de la produccidn de citocinas implicadas en la res-

-0,64 0,015

puesta inflamatoria (GO:1900015) 0,52 0,037
Respuesta inflamatoria aguda (G0O:0002526) -0,37 1,1e”
Respuesta inflamatoria (GO:0006954) -0,24 1,8¢e”
Respuesta celular al LPS (GO:0071222) -0,19 0,018

Via de sefializaciéon mediada por IL-1 (GO:0070498) -0,44 0,042
Regulacion de produccion de IL-6 (GO:0032675) -0,2 0,037
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IV.2. ESTUDIO DE LA INFILTRACION DE MACROFAGOS EN EL HIGADO

Los resultados obtenidos en el analisis transcriptomico nos llevaron a estudiar la
capacidad de RPV para regular la infiltracion de macréfagos al higado en el modelo
animal de NAFLD inducida por HFD. Para ello, analizamos mediante qRT-PCR la
expresion génica del marcador de macréfagos Adgrel, que codifica para la proteina
FA4/80, en las muestras de tejido hepatico de los ratones. El tratamiento con RPV
produjo una disminucion estadisticamente significativa en la expresién de Adgrel
tanto en los ratones que recibieron ND como en los ratones alimentados con HFD
(Fig. IV.2.A). También analizamos la expresion génica del receptor de quimiocinas
Ccr2, caracteristico de macréfagos infiltrados (137). El dafio hepatico aumenté la
expresién de Ccr2 en los ratones HFD que volvid a la normalidad en el grupo
HFD+RPV. Estos resultados sugerian una reduccién de la infiltracion macrofégica
inducida por la HFD, la cual fue confirmada a nivel histolégico mediante IHQ, al
observar que la administracion crénica de RPV redujo el nimero de células CCR2*

en el area periportal de los higados de los ratones HFD (Fig. IV.2.B).
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Control Vehl’lo RPV

Figura IV.2. Estudio de la infiltracion de macréfagos CCR2* en el higado en respuesta a HFD
y tratamiento con RPV. (A) Analisis de la expresion génica mediante qRT-PCR del marcador
de macréfagos Adgrel (F4/80), y de Ccr2, caracteristica de macréfagos infiltrados, en tejido
hepatico de ratdn. (B) Imagenes representativas de IHQ de CCR2 en érea periportal de raton
(n=4). Las flechas negras sefialan las células positivas. Barra de escala= 0,1 mm. ND: Dieta
normal; HFD: Dieta rica en grasas. Los resultados (media + SEM; n=6) se representan como
expresidn relativa respecto a la observada en ratones no tratados del grupo ND (control,
considerado 100%). Los datos de expresién génica se normalizaron frente a la expresién del
gen Actb. El analisis estadistico se realizd mediante el test t de Student (*p<0,05 RPV frente
a Veh; #p<0,05 Veh ND frente a Veh HFD).
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SECCION 11: CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA ANTIINFLAMATORIA
INDUCIDA POR RILPIVIRINA EN CELULAS ESTRELLADAS HEPATICAS

IV.3. ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA DE MARCADORES DE LA INFLAMACION

En primer lugar, realizamos un analisis de la expresidn génica de distintos
marcadores relacionados con la respuesta inflamatoria y fibrogénica en células LX-
2, empleadas como modelo in vitro de HSC. Para ello, se trataron las células con
diferentes concentraciones de RPV (1, 2,4y 8 uM) durante 48 h. Las células también
se cotrataron con bajas concentraciones de TGFB (2,5 ng/mL) para aumentar su

activacion a miofibroblastos profibrogénicos.

Los resultados mostraron la capacidad de RPV para reducir de forma significativa y
dependiente de la concentracién la expresidn génica de la citocina proinflamatoria
IL1B tanto en células LX-2 estimuladas con TGF como sin estimular. Curiosamente,
el propio TGFB redujo de manera significativa la expresién de /L1B. El tratamiento
con RPV también redujo de forma significativa y concentracidon-dependiente la
expresion génica de la principal quimiocina implicada en la infiltracion de
macrdéfagos al higado, CCL2, tanto en células sin estimular como tras la induccion
producida en condiciones profibrogénicas (TGF), y no produjo ningun efecto sobre
la expresion de CXCL8, una potente quimiocina para neutrdfilos (Fig. 1V.3).
Finalmente, analizamos la expresidn génica del receptor nuclear PPARG, el cual se
ha asociado con efectos antiinflamatorios y antifibrogénicos en HSC (168). RPV
incrementod la expresion de PPARG en las células sin estimular, pero no normalizé

el descenso producido por el tratamiento con TGF.
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Figura IV.3. Andlisis de la expresion génica mediante qRT-PCR de mediadores inflamatorios
en células LX-2 tratadas con distintas concentraciones de RPV durante 48 h, en condiciones
basales o estimuladas con TGFB (2,5 ng/mL). Los resultados (media + SEM; n=4-7) se
representan como expresion relativa respecto a la observada en las células no tratadas
(control, considerado 100%) y se normalizaron frente a la expresion del gen ACTB. El analisis
estadistico se realizé mediante el test ANOVA de una via, seguido por un test de Bonferroni
(*p<0,05, **p<0,01 y ****p<0,0001) en el caso del tratamiento con el farmaco respecto a
su vehiculo o estimulo y el test t de Student (###p<0,0005 y ####p<0,0001) en el caso del
estimulo respecto al vehiculo.

IV.4. ANALISIS DE LA EXPRESION Y ACTIVACION DEL INFLAMASOMA

Se evalué la expresion génica de los inflamasomas NLRP1, NLRP3, NLRC4 y AMI2 en
nuestro modelo de células LX-2 descrito en el apartado anterior. De los cuatro
inflamasomas estudiados, solo se observd una reducciéon en la expresion del
inflamasoma NLRP3 cuando las células fueron tratadas con RPV, estimuladas o no
con TGFPB (Fig. IV.4). Sin embargo, no se observaron cambios significativos en la
expresion de NLRP1, y no fue posible detectar la expresidn génica de los
inflamasomas NLRC4 y AIM2, a pesar de que ambos se expresan de manera
moderada en HSC segun la literatura (169). Al evaluar la expresion génica de los

demas componentes del inflamasoma, observamos que RPV redujo de manera
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dependiente de la concentracidon la expresién de PYCARD (ASC) y CASP1 en
condiciones basales (Fig. 1V.4). En cambio, TGFB produjo una importante y
significativa disminucién de la expresién de ambos componentes, probablemente
debido al tiempo de ensayo empleado (48 h), sin que el cotratamiento con RPV

afectara estos niveles.
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Figura IV.4. Analisis de la expresién génica mediante gqRT-PCR de componentes del
inflamasoma en células LX-2 tratadas con distintas concentraciones de RPV durante 48 h,
en condiciones basales o estimuladas con TGFB (2,5 ng/mL). Los resultados (media + SEM;
n=5-6) se representan como expresion relativa respecto a la observada en las células no
tratadas (control, considerado 100%) y se normalizaron frente a la expresién del gen ACTB.
El andlisis estadistico se realizd mediante el test ANOVA de una via, seguido por un test de
Bonferroni en el caso del tratamiento con el farmaco respecto a su vehiculo o estimulo y el
test t de Student (##p<0,01 y ###p<0,0001) en el caso del estimulo respecto al vehiculo.

Para corroborar el efecto de RPV en la activacidon del inflamasoma NRLP3 en células

LX-2, se evalud su expresion proteica y la de la caspasa-1.

Después de 48 h de tratamiento con el farmaco, las células mostraron una ligera
disminucién de la expresion de NLRP3 tanto en condiciones basales como cuando

fueron estimuladas con TGF como se puede observar en las imagenes de WB (Fig.
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IV.5.A). La activacion de la enzima caspasa-1 se evalué mediante WB, por medio de
la caracterizacién de la escisién que sufre su forma inactiva, pro-caspasa-1 (45 kDa),
para generar su forma activa (20 kDa). Esta caracterizacién se realizé analizando el
ratio entre las expresiones de ambas subunidades (p20/p45). Los resultados
mostraron que el tratamiento con RPV produce una disminucién de la activacion
de la caspasa 1 en este tipo celular, tanto en condiciones basales (sin estimular)

como profibrogénicas (cotratamiento con TGFf) (Fig. IV.5.B).
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Figura IV.5. Estudio mediante WB de la activacion del inflamasoma NLRP3 en células LX-2
tratadas con distintas concentraciones de RPV durante 48 h, en condiciones basales o
estimuladas con TGFB (2,5 ng/mL). Cuantificacién e imagenes representativas de WB de
NLRP3, caspasa-1 y caspasa-1 madura. La activacion de caspasa-1 se evalio mediante el
ratio entre la forma activa, de 20 kDa, y la pro-caspasa-1, de 45 kDa. Los resultados (media
+ SEM; n=6-9) se representan como expresion relativa respecto a la observada en las células
no tratadas (control, considerado 100% o 1, en el ratio). La expresion proteica se normalizé
frente a la expresién de GAPDH.

IV.5. DETERMINACION DE LA ACTIVACION DE NF-kB
NF-kB es un factor de transcripciéon fundamental en la respuesta inflamatoria
hepatica cuya activacidon se ha visto reducida en respuesta a RPV en distintos

modelos murinos de CLD (46). Para estudiar su activacion en células LX-2,

analizamos el efecto del tratamiento con RPV en la fosforilacion de la principal
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subunidad responsable de la actividad transcripcional de NF-kB, p65. Los resultados
no mostraron ningln cambio significativo en la fosforilacion de p65, aunque si se
observé una tendencia de manera concentracién-dependiente a aumentar la
fosforilacién de p65 en condiciones basales y una tendencia a reducir la
fosforilacién cuando las células fueron estimuladas con TGFB (Fig. IV.6.A). Ya que
p65 puede sufrir diferentes fosforilaciones y el anticuerpo empleado solo detecta
la ubicada en la Serina 536, procedimos a estudiar su traslocacién al nucleo
analizando su expresion en extractos nucleares obtenidos de las células tratadas
con las diferentes concentraciones de RPV (1, 2, 4 y 8 uM) durante 48 h. De nuevo,
no se observd ninglin cambio significativo en la expresidn proteica nuclear de p65

en respuesta a este farmaco antirretroviral (Fig. IV.6.B).
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Figura IV.6. Estudio mediante WB de la activaciéon de NF-kB en células LX-2 tratadas con
distintas concentraciones de RPV durante 48 h, en condiciones basales o estimuladas con
TGFB (2,5 ng/mL). Cuantificacién e imagenes representativas de WB de la activacion de p65
(ratio entre la forma fosforilada, p-p65 y la forma total de la proteina) (A) y la traslocacion
al nucleo de p65 (B). Los resultados (media + SEM; n=5-8) se representan como expresion
relativa respecto a la observada en las células no tratadas (control, considerado 1 en el ratio
0 100%). La expresidn proteica se normalizo frente a la expresiéon de GAPDH (A) o nucleolina

(B).
IV.6. ANALISIS DE LA SECRECION DE CCL2
Dado que observamos una menor infiltracion de los macréofagos CCR2* al higado en

ratones HFD en tratamiento con RPV (Fig.IV.2), y que este farmaco redujo la

expresion génica del principal ligando de CCR2, CCL2, en las células LX-2 (Fig. IV.3),
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procedimos a evaluar la secrecién de CCL2. Mediante ELISA, analizamos la
presencia de CCL2 en medio de cultivo de las células LX-2 tratadas con RPV durante
48 h en presencia o ausencia de TGFB, un estimulo que induce la secrecion de CCL2
(170). Como se muestra en la figura, TGFP aumento significativamente los niveles
de esta quimiocina en el medio de cultivo celular, mientras que RPV redujo de
forma significativa y dependiente de la concentracidn la secrecién de CCL2 en

ambas condiciones (Fig. IV.7).
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Figura IV.7. Estudio de la secrecién de la quimiocina CCL2 mediante ELISA en células LX-2
tratadas con distintas concentraciones de RPV durante 48 h, en condiciones basales o
estimuladas con TGFB (2,5 ng/mL). Los resultados (media + SEM; n=5-8) se representan
como secrecidn relativa respecto a la observada en las células no tratadas (control,
considerado 100%). El andlisis estadistico se realizd mediante el test ANOVA de una via,
seguido por un test de Bonferroni (*p<0,05 y ***p<0,005) en el caso del tratamiento con el
farmaco respecto a su vehiculo o estimulo y el test t de Student (##p<0,01) en el caso del
estimulo respecto al vehiculo.
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SECCION IIl: CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA ANTIINFLAMATORIA
INDUCIDA POR RILPIVIRINA EN MACROFAGOS

IV.7. EVALUACION DE VIAS INFLAMATORIAS

IV.7.1. VIA DEL INFLAMASOMA

Para los ensayos in vitro en macréfagos se emplearon MDM diferenciados con M-
CSF durante 7 dias y tratados con RPV durante las ultimas 48 h. El andlisis de la
expresion génica del inflamasoma NLRP3 no mostré cambios significativos
inducidos por RPV, mientras que la expresién de NLRP1 fue regulada al alza y de
forma concentracidn-dependiente por RPV. En cambio, al evaluar la expresién de
los componentes del inflamasoma, si se produjo una reduccion dependiente de la

concentracién de RPV en la expresion génica de PYCARD (ASC) y CASP1 (Fig. IV.8.A).

El andlisis proteico realizado por WB mostrd que RPV también reduce de manera
dependiente de la concentracién la expresién de NLRP3 y la activacion de la enzima
caspasa-1 en MDM, evaluada como la escisidn de su forma inactiva, pro-caspasa-1

(45 kDa) a su forma activa (20 kDa) (Fig. IV.8.B).
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Figura IV.8. Estudio de la activaciéon del inflamasoma en MDM tratados con distintas
concentraciones de RPV durante 48 h. (A) Anadlisis de la expresidon génica mediante gRT-PCR
de los componentes del inflamasoma. (B) Cuantificacién e imagenes representativas de WB
de NLRP3 y caspasa-1. La activacion de caspasa-1 se evalio mediante el ratio entre la forma
activa, de 20 kDa, y la pro-caspasa-1, de 45 kDa. Los resultados (media * SEM; n=3-5) se
representan como expresion relativa respecto a la observada en las células no tratadas
(control, considerado 100% o 1, en el ratio). Los datos de expresion génica se normalizaron
frente a la expresién del gen ACTBy la expresion proteica se normalizo frente a la expresion
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de GAPDH. El analisis estadistico se realizé mediante el test ANOVA de una via, seguido por
un test de Bonferroni (*p<0,05) en el caso del tratamiento con el farmaco respecto a su
vehiculo.

IV.7.2. VIA DE NF-kB
Como se puede observar en la imagen y en la cuantificacién por densitometria, el

tratamiento de MDM con RPV disminuyé la fosforilacién de la subunidad p65,

aunque este efecto no alcanzd significatividad estadistica (Fig.IV.9).
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Figura IV.9. Estudio mediante WB de la activaciéon de NF-kB en MDM tratados con distintas
concentraciones de RPV durante 48 h. Cuantificacion e imagenes representativas de WB de
la activacion de p65 (ratio entre la forma fosforilada, p-p65 y la forma total de la proteina).
Los resultados (media £ SEM; n=5) se representan como expresion relativa respecto a la
observada en las células no tratadas (control, considerado 1). La expresion proteica se
normalizo frente a la expresién de GAPDH.

IV.7.3. VIA DE LAS SAPK

La activacion de las SAPK en los macréfagos hepaticos estd asociada con el
desarrollo de la inflamacién y la progresién de la NAFLD. Al estudiar el efecto de
RPV sobre esta via, RPV mostro su capacidad para reducir, de manera dependiente
de la concentracién, la fosforilacién y, por tanto, la activacion de las SAPK, JNK1 y
p38 en los MDM (Fig. 1V.10), confirmando que la accién antiinflamatoria de RPV en

estas células afecta a diferentes vias de sefializacion intracelular.
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Figura IV.10. Estudio mediante WB de la activacién de SAPK en MDM tratados con distintas
concentraciones de RPV durante 48 h. Cuantificacion e imagenes representativas de WB de
la activacion de JNK1 y p38 (ratio entre la forma fosforilada y la forma total de la proteina).
Los resultados (media + SEM; n=3-4) se representan como expresion relativa respecto a la
observada en las células no tratadas (control, considerado 1). La expresion proteica se
normalizo frente a la expresién de GAPDH.

IV.8. ESTUDIO DE LA POLARIZACION DE LOS MACROFAGOS

El siguiente objetivo fue caracterizar el efecto de RPV en la polarizacion de los
macréfagos, para ello, se analizd la expresién génica mediante gRT-PCR de
diferentes marcadores macrofagicos en MDM tratados con distintas
concentraciones de RPV (1, 2, 4 y 8 uM) durante 48 h. Los marcadores estudiados
han sido clasificados tradicionalmente como marcadores de macroéfagos
proinflamatorios M1 (CD86, IL1B, TNF, IL6 y IFNG) y antiinflamatorios M2 (CD206,
CD163, TGFB1, IL10 y ARG1), aunque esta clasificacion tiene importantes

limitaciones debido a la gran plasticidad de los macréfagos en respuesta al
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microambiente. Asi, el efecto de RPV fue heterogéneo, al producir
simultdaneamente aumentos y disminuciones en la expresion de marcadores
pertenecientes a ambos grupos. Destacando la regulacién de los genes que resultd
ser estadisticamente significativa, RPV redujo de manera concentracién-
dependiente la expresidon de CD163 e incrementd la de TGFB1 y ARG1 (Fig. IV.11).
De manera no estadisticamente significativa, se aprecié cierta tendencia a reducir
la expresion de CD86, CD206, IL1B e INFG y a incrementar la expresidon de IL6 e IL10.
La expresion de TNF varié en funcion de la concentracién de RPV empleada,
observdndose una ligera reduccién en la expresion de esta citocina con las
concentraciones de 2 y 4 uM, mientras que la mayor concentracion utilizada (8 uM)

indujo un aumento.
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Figura IV.11. Anadlisis de la expresion génica mediante gRT-PCR de marcadores de
polarizacion en MDM tratados con distintas concentraciones de RPV durante 48 h. (A)
Efecto de RPV en la expresidon génica de marcadores asociados a macréfagos M1 (CD86,
IL1B, TNF, IL6 y IFNG) y (B) marcadores asociados a macréfagos M2 (CD206, CD163, TGFBI,
IL10 y ARG1). Los resultados (media + SEM; n=4-6) se representan como expresion relativa
respecto a la observada en las células no tratadas (control, considerado 100%) y se
normalizaron frente a la expresion del gen ACTB. El analisis estadistico se realizé mediante
el test ANOVA de una via, seguido por un test de Bonferroni (*p<0,05 y **p<0,01) en el caso
del tratamiento con el farmaco respecto a su vehiculo.

El claro incremento detectado en la expresion génica de ARG1 nos llevé a estudiar
factores de transcripciéon implicados en su regulacién que son, ademas, de gran
relevancia en la polarizacion macrofagica hacia un fenotipo antiinflamatorio. En
macréfagos, el factor de transcripcién STAT6, ademas de regular la expresion
génica y proteica de PPARy, actia como un factor facilitador de su actividad al
promover la unién de este al ADN y, en consecuencia, aumentar la transcripcion de

genes diana como ARG1 (88,171,172). De este modo, observamos que RPV
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incrementd de manera significativa y dependiente de la concentracion la expresion
génica de STAT6 y PPARG (Fig. IV.12.A). Ademas, en las células tratadas con RPV la
expresion génica de PPARG y ARG1 mostré una correlacion positiva vy
estadisticamente significativa con la de STAT6, con un r de 0,8240 y de 0,6423,

respectivamente (Fig. IV.12.B).
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Figura IV.12. (Pagina anterior) Estudio de la via STAT6/PPARG/ARG1 mediante qRT-PCR en
MDM tratados con distintas concentraciones de RPV durante 48 h. (A) Expresion génica de
STAT6, PPARG y ARGI1. (B) Correlacién de Pearson de STAT6 con PPARG y ARGI. Los
resultados (media + SEM; n=5-6) se representan como expresion relativa respecto a la
observada en las células no tratadas (control, considerado 100%) y se normalizaron frente
a la expresion del gen ACTB. El andlisis estadistico se realizd mediante el test ANOVA de una
via, seguido por un test de Bonferroni (*p<0,05 y ***p<0,005) en el caso del tratamiento
con el fdrmaco respecto a su vehiculo. r: coeficiente de correlacién de Pearson.

A continuacién, quisimos comprobar la activacién de la via de STAT6 a nivel
proteico. Para ello, analizamos la expresion de su forma fosforilada y su
traslocacion al nucleo en MDM mediante inmunofluorescencia y microscopia
confocal. Al cuantificar la sefial nuclear respecto a la citoplasmatica por unidad
celular, se observa que RPV induce una mayor traslocacion al nicleo de p-STAT6 en
las concentraciones de 2 y 4 uM, efecto que no se produce con las concentraciones

de 1y 8 uM (Fig. IV.13). Inusualmente, no observamos el efecto esperado para la

citocina caracterizada como su principal inductor, IL4.
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Figura IV.13. (P4gina anterior) Analisis de la expresion de p-STAT6 en MDM tratados con
distintas concentraciones de RPV durante 48 h. (A) Imdagenes representativas de
microscopia confocal (20x): DAPI (azul, nlcleos) y anticuerpo p-STAT6 (verde). (B)
Cuantificaciéon de la sefial. Los resultados (media + SEM; n=5) se representan como
logaritmo de la sefial nuclear respecto a la citoplasmatica o perinuclear por célula. Control
positivo: IL4 20 ng/mL.

Debido a la estrecha regulacidon que existe entre los diferentes miembros de la
familia STAT, estudiamos la activacidn por fosforilacion tanto de STAT1 como de
STAT3 en los MDM tratados con RPV. La incubacién con RPV durante 48 h redujo
claramente la activacién de STAT1, tal y como indica la disminucidn en el ratio entre
la forma fosforilada y la no fosforilada observada en las imdgenes representativas
y en la cuantificacién por densitometria. Sin embargo, no se observaron cambios

significativos en la activacién de STAT3, aunque la cuantificacién de las imagenes

reveld cierta tendencia a su disminucién (Fig. IV.14).
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Figura IV.14. (Pagina anterior) Estudio mediante WB de la activacién de STAT1 y STAT3 en
MDM tratados con distintas concentraciones de RPV durante 48 h. Cuantificacién e
imagenes representativas de WB de la activacion de STAT1 y STAT3 (ratio entre la forma
fosforilada y la forma total de la proteina). Los resultados (media + SEM; n=3-5) se
representan como expresion relativa respecto a la observada en las células no tratadas
(control, considerado 1). La expresidn proteica se normalizo frente a la expresion de GAPDH.

IV.9. ESTUDIO DE LA MIGRACION

Los macréfagos se encuentran entre las principales células secretoras de las
guimiocinas que modulan la infiltracién de células inmunes al higado. Es por ello,
gue nos planteamos analizar el efecto que produce RPV en la expresién génica de
diferentes quimiocinas de relevancia en la fisiopatologia hepatica en el modelo de
MDM. Los resultados mostraron la capacidad de RPV para reducir de manera
concentracion-dependiente la expresién génica de CCL2, la principal quimiocina
gue regula la migracién de macrdéfagos al higado, y de CXCL9, que induce la
migracion de las células T, mientras que no indujo ningun efecto en la expresion de

CCL5 y CXCL10, también implicados en la migracion de macréfagos (Fig. 1V.15).
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Figura IV.15. (Pagina anterior) Estudio de la expresidén génica mediante gRT-PCR de varias
guimiocinas en MDM tratados con distintas concentraciones de RPV durante 48 h. Los
resultados (media + SEM; n=4-6) se representan como expresion relativa respecto a la
observada en las células no tratadas (control, considerado 100%) y se normalizaron frente
a la expresion del gen ACTB.

El analisis mediante ELISA de la secrecién de CCL2 al medio de cultivo por parte de
los MDM mostré una reduccién significativa y concentracién dependiente en los
niveles de CCL2 en aquellos medios que provenian de MDM tratados con RPV
durante 48 h (Fig. IV.16). Como control positivo se empled un cocktail de LPS con

IFNy que incrementd considerablemente la secrecidon de CCL2, demostrando la

capacidad de secrecién de esta quimiocina por parte de nuestro modelo in vitro.
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Figura IV.16. Estudio de la secrecién de la quimiocina CCL2 mediante ELISA en MDM
tratados con distintas concentraciones de RPV durante 48 h. Los resultados (media + SEM;
n=4) se representan como secrecion relativa respecto a la observada en las células no
tratadas (control, considerado 100%). Control positivo: LPS (0,1 pg/mL) + IFNy (20 ng/mL).
El analisis estadistico se realizé6 mediante el test ANOVA de una via, seguido por un test de
Bonferroni (*p<0,05) en el caso del tratamiento con el farmaco respecto a su vehiculo.

Estos mismos medios de cultivo se utilizaron para realizar un ensayo de migracion

de monocitos in vitro. En este caso se empled como modelo la linea celular
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monocitica THP-1 por su demostrada capacidad de respuesta a la quimiocina CCL2
(173). Como control negativo se incluyd una condicién con Unicamente medio X-
VIVO 15 (sin suero) en el pocillo inferior. Se afiadié otra condicién con medio X-
VIVO 15 y una concentracidon conocida de la quimiocina CCL2, 10 ng/mL, para
comprobar la capacidad de migracion de las células THP-1 en nuestras condiciones
de ensayo en respuesta a dicha quimiocina (Fig. IV.17). Tras 15 h de incubacidn se
observdé una menor migracion de manera concentracién-dependiente de estas
células hacia las condiciones con medio de cultivo procedente de MDM tratados

con RPV.
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Figura IV.17. Ensayo de migracién de células THP-1 hacia medio condicionado de MDM
tratados con distintas concentraciones de RPV durante 48 h. Los resultados (media + SEM;
n=4) se representan como migracion relativa respecto a la observada hacia medio sin suero
(control, considerado 100%). Control positivo: CCL2 (10 ng/mL).

IV.10. CARACTERIZACION DEL EFECTO ANTIINFLAMATORIO EN CONDICIONES
PROINFLAMATORIAS

Para inducir las condiciones proinflamatorias, las células se pretrataron con 2
ng/mL de LPS durante 1 h y, a continuacién, se incubaron con las diferentes
concentraciones de RPV (1, 2,4y 8 uM) durante 48 h. Al analizar la expresion génica

mediante qRT-PCR de distintos marcadores proinflamatorios observamos que la
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concentracién empleada de LPS indujo claramente un estado inflamatorio en los
macréfagos, aumentando la expresidon de todos los genes analizados. Incluso en
estas circunstancias, el efecto antiinflamatorio de la RPV fue evidente al reducir de
manera concentracidn-dependiente la expresion génica de IL1B, CCL2, IL6, IL8 y

NLRP3 (Fig. IV.18).
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Figura IV.18. Estudio de la expresién génica mediante qRT-PCR de mediadores inflamatorios
en MDM estimulados con LPS (2 ng/mL) durante 1 h y cotratados con distintas
concentraciones de RPV durante 48 h. Los resultados (media + SEM; n=4-7) se representan
como expresion relativa respecto a la observada en las células no tratadas (control,
considerado 100%). Los datos de expresion génica se normalizaron frente a la expresién del
gen ACTB. El analisis estadistico se realizé mediante el test ANOVA de una via, seguido por
un test de Bonferroni (**p<0,01) en el caso del tratamiento con RPV respecto al estimulo
proinflamatorio (LPS).

A continuacién, estudiamos en estas mismas condiciones proinflamatorias el efecto
de RPV en la expresion génica de marcadores asociados a los distintos fenotipos
macrofagicos. En consonancia con los resultados observados en el apartado V.8, el
efecto de RPV sobre los marcadores de polarizacién estudiados fue dispar,
reduciendo e incrementando la expresién de marcadores pertenecientes a ambos

grupos. De modo que, el tratamiento con RPV no produjo cambios en la expresion

103



Capitulo IV RESULTADOS

de CD86, pero si redujo la de IFNG con las concentraciones empleadas mas bajas (1
y 4 uM) e indujo un aumento de la expresién de TNF (Fig. IV.19.A), todos ellos
considerados marcadores de macréfagos proinflamatorios M1. En lo que respecta
a los marcadores de fenotipo antiinflamatorio M2, RPV incrementd la expresion
génica de CD206, PPARG y TGFB1, pero al mismo tiempo redujo la expresion de
otros marcadores de este grupo, como CD163 e IL10 (Fig. IV.19.B). Respecto a los
marcadores de fenotipo M2 pro-resolutivo, RPV indujo la expresion de MMP12 y

PDGFB (Fig. IV.19.C).
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(@]

MMP12 PDGF

Expresion génica relativa
(% de control)

0
LPS2 RPV1 RPV2 RPV4 RPVE
LPS 2 ng/mL LPS 2 ng/mL

0 . N
LPS2 RPV1 RPV2 RPV4 RPV8

Figura IV.19. Estudio de la expresion génica mediante gRT-PCR de marcadores de
polarizacion en MDM preestimulados con LPS (2 ng/mL) durante 1 h y cotratados con
distintas concentraciones de RPV durante 48 h. (A) Efecto de RPV en la expresién génica de
marcadores asociados a macrofagos M1 (CD86, TNF e IFNG), (B) marcadores asociados a
macrofagos M2 (CD206, CD163, TGFB1, IL10 y PPARG) y (C) marcadores asociados a
fenotipo pro-resolutivo. Los resultados (media + SEM; n=4-7) se representan como
expresion relativa respecto a la observada en las células no tratadas (control, considerado
100%) y se normalizaron frente a la expresion del gen ACTB.

Debido a la heterogeneidad de los resultados obtenidos con el analisis de la
expresién génica, a continuacién, nos planteamos estudiar el efecto de RPV en Ia
polarizacién de los macréfagos mediante citometria de flujo. Para ello, se
seleccionaron marcadores de superficie asociados con la polarizacién a macréfagos
M1 (CD86 y CD14) y M2 (CD206 y CD163) y se analizé el porcentaje de células
positivas y la intensidad de fluorescencia para cada uno de ellos. En primer lugar,
analizamos el efecto que produjo el estimulo proinflamatorio LPS (2 ng/mL) en
comparacion con las células sin tratar (control). El porcentaje de células CD206* y
el de células CD86" disminuyd significativamente en las células tratadas con LPS
respecto al control, mientras que el porcentaje de células CD163* aumentd con el
estimulo. No se observaron cambios en la poblacién de células CD14". Por su parte,
el tratamiento con RPV tiende a recuperar la positividad de las células para los

marcadores M2 que habian sido alterados por LPS, mostrando una clara tendencia

a aumentar el porcentaje de células CD206" y a reducir la expresion de las células
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CD163*. También se observa una tendencia a la baja en el porcentaje de células

CD86" con el tratamiento con RPV (Fig. IV.20.A).

En lo que a intensidad media de fluorescencia se refiere, el estimulo LPS redujo la
expresiéon de los marcadores CD206 y CD86, mientras que incrementé la seial de
CD163 y CD14. Por su parte, el tratamiento con RPV, de nuevo, indujo una ligera
tendencia a normalizar la expresién de estos marcadores (Fig. 1V.20.B). Si bien estos
resultados son muy sutiles, nos sugieren que RPV podria ejercer un efecto en la
polarizacién hacia un fenotipo antiinflamatorio que requiere de su comprobacion

mediante otros estudios.
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Figura IV.20. Analisis de la expresién de marcadores de superficie de macréfagos mediante
citometria de flujo en MDM preestimulados con LPS (2 ng/mL) durante 1 h y cotratados con
distintas concentraciones de RPV durante 48 h. (A) Porcentaje de células positivas para cada
marcador (CD206, CD163, CD86 y CD14). (B) Intensidad media de fluorescencia para cada
marcador. Los resultados se representan como media + SEM (n=5). El analisis estadistico se
realizé mediante el test t de Student (##p<0,01) en el caso del estimulo positivo (LPS)

respecto al control.

107



Capitulo IV RESULTADOS

SECCION IV: CARACTERIZACION DEL EFECTO DE RILPIVIRINA EN PACIENTES
CON NAFLD

IV.11. ACTIVACION DE STAT1 EN CELULAS HEPATICAS NO PARENQUIMALES

Estudios previos realizados en modelos murinos por nuestro grupo han demostrado
qgue RPV ejerce un efecto antifibrético a nivel hepatico al inducir la activacion
selectiva de STAT1 en HSC, dando lugar a la inactivacidn y la apoptosis de este tipo
celular (46). En consecuencia, quisimos confirmar este resultado en biopsias de

higado de pacientes infectados por el VIH diagnosticados con NAFLD.

Para ello, en colaboracion con la Dra. Marisa Montes de la Unidad de VIH del
Servicio de Medicina Interna del Hospital Universitario La Paz de Madrid, se realizd
un estudio transversal, en el que se incluyeron 42 pacientes con VIH bien
controlados y diagnosticados con NAFLD por biopsia hepatica. Los sujetos incluidos
en el estudio eran 100% hombres, con una mediana de edad de 49 (44-54) afios y
mediana de recuento de células CD4* de 802 (608-940) células/uL, el 60% de los
cuales tenia diagnosticado sindrome metabdlico. Todos los sujetos tenian carga
viral de VIH indetectable y estaban bajo tratamiento con cART, con el 45%
recibiendo terapia basada en RPV. No hubo diferencias significativas entre aquellos
que recibieron RPV y aquellos que no en ninguna de las caracteristicas
demograficas analizadas (Tabla 1V.2). Las biopsias hepaticas mostraron que el 43%
de la poblacién de estudio sufria una esteatosis moderada o grave (superior al

30%), el 67% mostro esteatohepatitis y el 43% fibrosis hepatica F>1 (Tabla IV.2).
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Tabla IV.2. Principales caracteristicas demograficas de la poblacién de estudio. IMC: indice
de masa corporal; AST: aspartato transaminasa; ALT: alanina transaminasa; GGT: gamma-
glutamil transferasa; LDL: lipoproteina de baja densidad; HDL: lipoproteina de alta densidad;
CAP: Parametro de atenuacion controlada; IFG: Alteracion de la glucemia en ayunas. *
Mediana (percentil 25; percentil 75). $ Eventos cardiovasculares: cardiopatia isquémica y
accidente cerebrovascular isquémico. & Sindrome metabdlico: criterios diagndsticos segun
la definicién “Adult Treatment Panel” (ATP) lll: 3 de las 5 anomalias de riesgo (circunferencia
de cintura = 102 cm en hombres o > 88 cm en mujeres, glucosa en ayunas > 100 mg/dL o en
tratamiento, triglicéridos > 150 mg/dL, HDL < 40 mg/dL en hombres y < 50 mg/dL en mujeres
o en tratamiento, y presién arterial sistélica > 130 mmHg y/o presién arterial diastdlica > 85
mmHg o en tratamiento. p: p-valor obtenido en la prueba de contraste (Chi-cuadrado,

Fisher’s exact test, Mann-Whitney o t-Student, segln corresponda).

No expues- Expuestos
tos a RPV a RPV
(N=23) (YEEL)!
49 51,6 47,8
= * ’ ’
Edad (afios) (44; 54) (40; 55) (a5;51) | 04
Sexo, hombres, N (%) 42 (100) 23 (100) 19 (100) -
Caucsico, N (%) 34 (89,5) 21 (95,5) 13(81,3) | 0,22
Carga viral VIH < 50 copias/mL, 42 (100) 23 (100) 19 (100) N
N (%)
12,2 15,4 9,4
. . .7 ~ * ) ’ ’
Tiempo infeccion VIH (afios) (7: 21) (7: 23) (6; 18) 0,13
. p p 774
Contaje de células CD4 (célu- 802 816 (558,6: 0.44
las/pL)* (608; 940) | (651;1015) '2 '
892)
Contaje nadir de células (células/ 265 262 318
0,64
pL)* (188;438) | (188;413) = (187;441)
28,8 28,7 28,9
2\ % ’ ’ ’
IMC (kg/m?) (253:307)  (252,0,7)  (253;30,8) 77
AST (UI/L)* 42 (35; 58) 44 (35; 56) 39 (33; 61) 0,67
ALT (UI/L)* 76 (52;87) = 81(52;89) 66 (50;84) 0,44
56,5 56 57
* 7
e (I (33;126) | (33;126) = (33;154) 77
104 102 105
*
ez el (96; 110) (99;108) | (89;112) @ O7°
171,5 167 175
* ?
el [ ) (156:203) | (152;214)  (162;195) = %®
107 96 114
*
LDL (mg/dL) (87; 124) (86:131) | (93;124) %
37
* . .
HDL (mg/dL) 37(BL42) 37BLAD) i, 082
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Triglicéridos (mg/dL)* (1113;25525) (13;;5;31) (791;22525) 0,18
Elastografia transitoria (kPa)* (4'2';9) (4,5?'16011) @, 15;,%,6) 0,11
AP (253?547) (26?;0553) (245?226) 0,33
Diabetes Mellitus o IFG, N (%) 29 (69) 17 (73,9) 12 (63,2) 0,52
Hipertension arterial, N (%) 25 (59,5) 15 (65,2) 10(52,6) 0,53
Hipercolesterolemia, N (%) 19 (45,2) 13 (56,5) 6 (31,6) 0,13
Hipertrigliceridemia, N (%) 23 (54,8) 14 (60,9) 9 (47,4) 0,53
Dislipidemia mixta, N (%) 19 (63,3) 13 (65) 6 (60) 1,00
Eventos cardiovasculares, N (%)°* 1(2,4) 1(4,3) 0(0) 1,00
Sindrome metabélico, N (%)% 25 (59,5) 15 (65,2) 10(52,6) 0,53
Farmacos hipolipemiantes, N (%) 16 (38,1) 12 (52,2) 4(21,1) 0,06
Farmacos Metformina 10 (23,8) 5(21,7) 5(26,3) 1,00
hipoglucemiantes Insulina 2 (4,8) 2(8,7) 0(0) 0,49
Hallazgos histoldgicos
No 5(11,9) 1(4,3) 4(21,1)
S (;‘:;C(')‘)"er 37(88,1) 22(957) | 15(78,9) 0,16
Esteatosis, N (%) Leve (<33%) 19 (45,2) 12 (52,2) 7 (36,8)
'\(/'3‘33({2:;:)3 11 (26,2) 5(21,7) 6 (31,6)
Severa (>66%) 7(16,7) 5(21,7) 2 (10,5) 0,25
Esteatohepatitis, N (%) 25 (67,6) 15 (68,2) 10 (66,7) 1,00
No 24.(57,1) 14 (60,9) 10 (52,6)
o F1 14 (33,4) 7 (30,4) 7 (36,9)
Fibrosis, N (%)
F2 1(2,4) 1(4,3) 0(0)
F>3 3(7,1) 1(4,3) 2 (10,5) 0,80

La deteccion de la expresion de STAT1 en los nuicleos de las células no
parenquimales, identificados por la tincion con hematoxilina, revelé una mayor
presencia de este factor de transcripcidn en las secciones hepaticas de pacientes
con dafio hepatico identificado que recibian terapia basada en RPV, como
demuestran las imagenes representativas de diferentes biopsias hepaticas y la
cuantificacion de la sefial STAT1 (Fig. IV.21). Este efecto se observo en pacientes

con diferentes estadios de NAFLD, desde esteatosis leve o intensa hasta
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esteatohepatitis o fibrosis. Curiosamente, el aumento de la activacién de STAT1
inducida por la terapia basada en RPV también fue evidente en pacientes sin fibrosis
diagnosticada (FO), probablemente debido a la presencia de esteatosis o

esteatohepatitis entre estos pacientes (Tabla IV.3).

STAT1

Figura IV.21. Estudio de la expresién de STAT1 en células hepaticas no parenquimales en
biopsias de pacientes infectados por el VIH y diagnosticados con NAFLD. Imagenes
representativas de IHQ de STAT1 de biopsias hepdticas de pacientes en terapia con y sin
RPV. Barra de escala= 0,03 mm. Las flechas negras sefialan las células no parenquimales
positivas.

REGIMENES
SIN RPV

-

REGIMENES
CON RPV

Tabla IV.3. (Pagina siguiente) Analisis de los niveles de STAT1 en células hepaticas no
parenquimales en biopsias de pacientes infectados por el VIH diagnosticados con NAFLD.
IC: Intervalo de confianza. § Media marginal (IC 95%) ajustada por tiempo de exposicion a
RPV (meses) e indice de masa corporal (Modelo linear general). ¥ Media marginal (95% IC)
ajustada por tiempo de exposicidon a RPV y EFV (meses) (Modelo linear general). p: p-valor
entre el grupo de no expuestos y expuestos a RPV.
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! No ex- Diferencia
Media LnSTAT-1 Todos — Expues- entre las
(IC 95%) P tos a RPV :
RPV medias
98 91 10.6 1,47
Todos ’ ' , : 0,04
§ (9,4;10,3) | (8,3;9,9) | (9,7;11,4) (0,05; 2,9)
9,9 9,7 10,2 0,52
N 0,55
» % (92106) (85108) (9,1;113) (-1,24;2,27)
Esteatohepatitis
(9,3;10,4) = (8,0;9,7) ' (9.8;12,0) (0,46;3,67) =
9,8 9,2 10,3 1,12
No§ 0.17
_ (9,2,10,3) | (8,2;10,2) ' (9,3;113) | (-0,50;2,74)
Esteatosis > 30% 99 89 10,9 2,06
S, ’ ’ ’ ! 0,03
'S (92,106) (7,999  (97:122) (0,25;3:87)
98 9,0 10,7 1,66
No¥ ’ 4 ’ ! 0,03
o °F (93;104)  (82;99) (9,7;11,7) (0,21;3,11)
Fibrosis > FO 98 89 10,6 1,77
Si ¥ ’ ' ; ' 0,04

(9,1,104)  (7,8,9,9)  (9,511,7) | (0,02;3,53)

IV.12. ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA DE MEDIADORES INFLAMATORIOS EN
PBMC

Para evaluar el estado inflamatorio de estos pacientes, analizamos en los PBMC la
expresion mediante gRT-PCR de 7 genes relacionados con la respuesta inflamatoria
(IL1B, TNFA, CCL2, IL6, CXCL10, SERPINE-1y NLRP3), en cuatro de los cuales no fue
posible detectar la expresion génica (/IL6, CXCL10, SERPINE-1y NLRP3).

En primer lugar, se realizaron pruebas estadisticas de normalidad para caracterizar
la distribucion de las muestras. Los andlisis mostraron para los 3 genes analizados
una distribucion de datos no normal que se normalizé al realizar una
transformacion mediante logaritmo neperiano. A continuacion, se analizd la
expresion de dichos genes en funcidn de la presencia o ausencia de enfermedad
hepatica y considerando sus diferentes grados (esteatosis, esteatohepatitis y
fibrosis), también se considerd la presencia de polimorfismos asociados con un

mayor riesgo de NAFLD (PNPLA3, TM6SF2 y TMC4) y las cART recibidas tanto en la
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actualidad como en cualquier momento, el tiempo de exposicidn a los fdrmacos y
el cambio sufrido en la terapia (Tabla IV.4). Los resultados estadisticamente
significativos analizados con la variable transformada a Ln (pz) muestran un
incremento en la expresion génica de IL1B y un descenso en la expresién de TNFA
en los pacientes con terapia actual basada en Pl o EFV respectivamente, y un
incremento en la expresién de TNFA en los pacientes que han tenido tratamiento
con ddl y d4T en algin momento. Debido a la baja potencia estadistica de los datos
por el pequefio tamafio muestral, consideramos relevante mencionar aquellos
resultados para los que el p-valor <0,1. Se observé un aumento en la expresion de
ILIB en los pacientes con esteatosis diagnosticada mediante ecografia, para
aquellos que han tenido tratamiento con ddl o d4T en algin momento y cuando el
tratamiento actual no contiene TDF/TAF ni RPV. También se observé un incremento
cuando la variante para TM6SF2 fue GG, que no estd considerada de riesgo para
NAFLD (Tabla IV.4). Respecto al andlisis en la expresién de TNFA se observé un
aumento en los pacientes cuyo tratamiento actual no incluye TDF/TAF ni RPV y en
aquellos cuyo tratamiento actual no incluye TDF/TAF ni EFV. En cambio, se observd
una disminucién en la expresion de TNFA cuando el tratamiento actual incluia
TDF/TAF y EFV. No se observaron diferencias en las distintas clasificaciones cuando
se analizd la expresidon de CCL2.

Tabla IV.4. (Paginas siguientes) Andlisis de la expresion de IL1B, TNFA 'y CCL2 en PBMC de
pacientes infectados por el VIH y diagnosticados con NAFLD. * Mediana (percentil 25;
percentil 75). p1: p-valor de la variable dependiente en la prueba no paramétrica (Mann-

Whitney o Kruskal-Wallis). p2: p-valor de la variable dependiente transformada en Ln en la
prueba paramétrica (t-Student o ANOVA).
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Total

Esteatosis por
biopsia
Esteatosis por
biopsia > 30%
Esteatohepatitis
por biopsia
Esteatosis

ecografica

> FO0

F3 F4

F2 F4

PNPLA3_cat

PNPLA3_dicot

TM6SF2_cat

TMC4_cat

TMC4_dicot

No
Si
No
Si

Si
No
Si

GG

No alelo G
Sialelo G
GG

GA

AA

GG

GA

AA

No alelo A
Sialelo A
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19
11
11
19

27
18
12
29

28

10
16

10
19
23

~N

14

~N

18

IL1B/ACTINA
Mediana*
4,19 (3,24; 7,07)
4,64 (2,69; 11,65)
4,17 (3,24; 7,07)
4,02 (3,24;9,99)
4,83 (3,09; 7,07)
3,60 (2,69; 11,65)
4,66 (3,34; 7,07)
2,69 (1,46; 4,64)
4,21 (3,27;7,84)
4,43 (3,34; 7,84)
3,90 (2,94; 6,45)
4,17 (3,24; 6,87)
9,99 (9,99; 9,99)
4,10 (3,16; 6,97)
7,91 (5,83; 9,99)
4,74 (3,27; 7,84)
4,10 (3,17; 8,53)
3,24 (3,09; 4,21)
4,74 (3,27; 7,84)
4,02 (3,09; 7,07)
4,64 (3,24;9,99)
3,40 (2,23; 3,90)

4,21 (3,27; 5,83)
4,22 (2,79; 12,77)
5,34 (3,30; 8,53)
4,21 (3,27;5,83)
4,22 (3,00; 11,65)

1,000

0,832

0,420

0,100

0,415

0,400

0,294

0,600

0,735

0,147

0,889

0,657

I

>0,1

>0,1

>0,1

0,082

>0,1

>0,1

>0,1

>0,1

0,090

>0,1

>0,1
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No 23 4,21 (3,24; 6,87)

ABC actual 0,737 >0,
Si 7 3,79 (2,79; 16,07)
No 11 3,79 (3,24; 16,07)

TDF TAF actual 0,471  >0,1
Si 19 4,21 (3,09; 5,97)
No 25 4,64 (3,27; 7,07)

DTG actual 0,516 | >0,1
Si 5 3,36 (3,24; 3,60)
No 28 4,10 (3,16; 6,42)

Pl actual 0,074 | 0,030
Si 2 | 15,81 (7,07; 24,54)
No 25 4,64 (3,24; 7,07)

EFV actual 0,448  >0,1
Si 5 3,34 (3,27; 4,17)
No 30 4,19 (3,24; 7,07)

AZT actual
Si 0
No 30 4,19 (3,24; 7,07)

d4T actual
Si 0
No 30 4,19 (3,24; 7,07)

ddl actual
Si 0
No 18 4,19 (3,24; 7,07)

RPV actual 0,983  >0,1
Si 12 4,33 (3,30; 6,42)
No 28 4,41 (3,25; 7,46)

RAL actual 0,556  >0,1
Si 2 3,65 (3,09; 4,21)
No ABC / No RPV 14 4,19 (3,09; 7,07)
Si ABC / No RPV 4 9,84 (3,19; 16,35)

ABC RPV actual 0,878  >0,1
Si ABC / Si RPV 3 3,79 (1,98; 12,77)
No ABC / Si RPV 9 4,64 (3,36; 5,97)
No TDF o TAF / No RPV 6 11,57 (3,60; 16,63)

TDF TAF RPV Si TDF o TAF / No RPV 12 3,76 (2,89; 5,33)

0,187 | 0,080

actual Si TDF o TAF / Si RPV 7 4,66 (4,02; 6,87)
No TDF o TAF / Si RPV 5 3,36 (3,24; 3,79)
No DTG / No RPV 15 4,21 (3,09; 7,84)

DTG RPV actual 0,780  >0,1
Si DTG / No RPV 3 3,60 (2,79; 16,63)
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Si DTG / Si RPV 2 3,30 (3,24; 3,36)
No DTG / Si RPV 10 4,65 (3,79; 6,87)
No TDF-TAF / No EFV 11 3,79 (3,24, 16,07)
TDF TAF EFV Si TDF-TAF / No EFV 14 4,65 (3,09; 5,97)
0,634  >0,1
actual No TDF-TAF / Si EFV 0
Si TDF-TAF / Si EFV 5 3,34 (3,27; 4,17)
No 18 3,81 (3,09; 5,97)
AZT ddI d4T 0,415 | >0,1
Si 12 4,52 (3,56; 8,53)
Ninguno 0
Si AZT/ddI/d4T-NUNCA
0
AZT ddI d4T EFV | EFV 0,415 | >0,1
No AZT/ddl/d4T-No EFV | 18 3,81 (3,09; 5,97)
Ambos 12 4,52 (3,56; 8,53)
AZT (en No 19 4,02 (3,09; 5,97)
cualquier 0,497  >0,1
Si 11 4,21 (3,34;9,99)
momento)
ddl (en No 21 3,60 (3,09; 5,83)
cualquier 0,070 | 0,089
Si 9 6,87 (4,21; 9,99)
momento)
d4T (en No 21 3,60 (3,09; 5,83)
cualquier 0,070 | 0,089
Si 9 6,87 (4,21; 9,99)
momento)
EFV (en No 0
cualquier
Si 30 4,19 (3,24; 7,07)
momento)
RPV (en No 13 4,17 (3,27; 7,07)
cualquier 0,805  >0,1
Si 17 4,64 (3,24; 6,87)
momento)
No 23 4,17 (3,24; 7,07) 0,962  >0,1
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Capitulo IV RESULTADOS

RAL (en

cualquier Si 7 4,21 (3,09; 7,84)

momento)

LPV (en No 27 4,17 (3,09; 6,87)

cualquier 0,283  >0,1
Si 3 7,07 (3,34; 24,54)

momento)

DRV (en No 24 4,19 (3,25;7,36)

cualquier 0,820  >0,1
Si 6  4,71(3,09;7,07)

momento)

ATV (en No 26 4,41(3,24;7,84)

cualquier 0,710  >0,1
Si 3 4,21(1,98;7,07)

momento)
No expuesto 0

ExpEFV A Exp baja (< 36 m) 11 4,64 (3,24; 7,07) 0,966 @ >0,1
Exp mod-alta (> 36 m) 19 4,17 (3,09; 9,99)
No expuesto 0

ExpEFV B Exp mod-baja (£ 72 m) 21 4,64 (3,24; 6,87) 0,824  >0,1
Exp alta (> 72 m) 9 3,79 (3,34; 9,99)
No expuesto 23 4,17 (3,24; 7,07)

ExpRAL A Exp baja (€12 m) 3 7,84 (3,09; 24,54) 0,484  >0,1
Exp mod-alta (> 12 m) 4 3,90 (2,79; 4,52)
No expuesto 23 4,17 (3,24; 7,07)

ExpRAL B Exp mod-baja (< 42 m) 6 4,52 (3,60; 7,84) 0,242  >0,1
Exp alta (> 42 m) 1 1,98 (1,98; 1,98)
No expuesto 13 4,17 (3,27; 7,07)

ExpRPV A Exp baja (< 18 m) 7 | 4,02(3,09;597) 088  >0,1
Exp mod-alta (> 18 m) 10 4,65 (3,24; 7,84)
No expuesto 13 4,17 (3,27;7,07)

ExpRPV B Exp mod-baja (£ 42 m) 17 4,64 (3,24; 6,87) 0,786  >0,1
Exp alta (> 42 m) 0
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Capitulo IV RESULTADOS
TDF/TAF en No 5 7,07 (3,60; 12,77)
cART previo a 0,416  >0,1
Si 25 4,17 (3,24; 5,97)
RedCap
EFV en cART No 14 4,65 (3,09; 7,84)
0,448  >0,1
previo a RedCap @ Si 16 3,90 (3,25; 6,42)
ABC en cART No 25 4,21 (3,27; 6,87)
0,787 | >0,1
previo a RedCap  Si 5 3,60 (2,51; 12,77)
NVP en cART No 30 4,19 (3,24; 7,07)
previo a RedCap @ Si 0
No TDF-TAF / No EFV 3 7,07 (3,60; 16,07)
EFV+TDF/TAF
Si TDF-TAF / No EFV 11 4,64 (3,00; 7,84)
en cART previo 0,686 | >0,1
No TDF-TAF / Si EFV 2 7,64 (2,51; 12,77)
a RedCap
Si TDF-TAF / Si EFV 14 3,90 (3,27; 5,97)
EFV+TDF/TAF No 3 7,07 (3,60; 16,07)
en cART previo 0,283  >0,1
Si 27 4,17 (3,09; 6,87)
a RedCap
EFV cualquier No EFV / No RPV 0
momento / RPV | SiEFV /No RPV 13 4,17 (3,27; 7,07)
0,805  >0,1
cualquier No EFV / Si RPV 0
momento Si EFV / Si RPV 17 4,64 (3,24; 6,87)
No EFV / No RPV 0
EFV cualquier
Si EFV / No RPV 18 4,19 (3,09; 7,84)
momento / RPV 0,983  >0,1
No EFV / Si RPV 0
actual
Si EFV / Si RPV 12 4,33 (3,30; 6,42)
No EFV / No RPV 10 | 5,95 (3,60; 16,07)
EFV previo / Si EFV / No RPV 8 3,30 (2,60; 5,00)
0,124 @ >0,1
RPV actual No EFV / Si RPV 4 3,82 (2,49; 4,65)
Si EFV / Si RPV 8 4,99 (3,57; 9,26)
ABC previo / No ABC / No RPV 15 4,21 (3,09; 7,84)
0,992  >0,1
RPV actual Si ABC / No RPV 3 3,60 (2,51; 16,07)
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Capitulo IV RESULTADOS
No ABC / Si RPV 10 4,33 (3,36; 5,97)
Si ABC / Si RPV 2 7,38 (1,98; 12,77)
No TDF-TAF / No RPV 4 5,34 (3,05; 11,57)
TDF/TAF previo | Si TDF-TAF / No RPV 14 4,19 (3,09; 7,84)
0,583 | >0,1
/ RPV actual No TDF-TAF / Si RPV 1 | 12,77 (12,77;12,77)
Si TDF-TAF / Si RPV 11 4,02 (3,24; 5,97)
No EFV+TDF-TAF / No
3 7,07(3,60; 16,07)
RPV
EFV+TDF/TAF Si EFV+TDF-TAF / No
15 | 4,17 (2,79; 7,84)
previo / RPV RPV 0,502 | >0,1
actual No EFV+TDF-TAF / Si
0
RPV
Si EFV+TDF-TAF /SiRPV | 12 4,33 (3,30; 6,42)

Total
Esteatosis
biopsia
Esteatosis

biopsia > 30%

Esteatohepatitis

por biopsia
Esteatosis

ecografica

> FO0

por

por

No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
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17
12
10
19

27
17
12

TNFA/ACTINA

Mediana*
0,22 (0,14; 0,43)
0,28 (0,10; 0,47)
0,22 (0,14; 0,43)
0,21 (0,14; 0,43)
0,33 (0,16; 0,40)
0,21 (0,15; 0,47)
0,22 (0,13; 0,43)
0,15 (0,10; 0,21)
0,22 (0,14; 0,44)
0,21 (0,14;0,37)
0,27 (0,16; 0,43)

0,768

0,711

0,604

0,241

0,744

>0,1

>0,1

>0,1



Capitulo IV RESULTADOS

FO-F2 28 0,21 (0,13; 0,40)

F3 F4 0,552 | >0,1
F3-F4 1 0,43 (0,43; 0,43)
FO-F1 27 0,22 (0,13; 0,44)

F2 F4 0,768 | >0,1
>F2 2 0,31 (0,18; 0,43)
cC 10 0,27 (0,14; 0,45)

PNPLA3_cat CG 15 0,22 (0,15; 0,43) 0,425 | >0,1
GG 3 0,13 (0,11; 0,22)
No alelo G 10 0,27 (0,14; 0,45)

PNPLA3_dicot 0,654  >0,1
Sialelo G 18 0,20 (0,13; 0,36)
GG 22 0,20 (0,13; 0,43)

TMG6SF2_cat GA 4 0,21 (0,18; 0,27) 0,918  >0,1
AA 0
GG 7 0,22 (0,18; 0,36)

TMC4_cat GA 12 0,26 (0,15; 0,48) 0,922  >0,1
AA 5 0,19 (0,15; 0,43)
No alelo A 7 0,22 (0,18; 0,36)

TMC4_dicot 1,000 | >0,1
Sialelo A 17 0,21 (0,15; 0,44)
No 23 0,21 (0,13; 0,43)

ABC actual 0,158  >0,1
Si 6 0,34 (0,19; 0,50)
No 10 0,34 (0,18; 0,50)

TDF TAF actual 0,151  >0,1
Si 19 0,21 (0,13; 0,37)
No 25 0,27 (0,14; 0,44)

DTG actual 0,160 @ >0,1
Si 4 0,17 (0,14; 0,18)
No 26 0,21 (0,14; 0,37)

Pl actual 0,472  >0,1
Si 3 0,44 (0,12; 0,86)
No 24 0,24 (0,17; 0,44)

EFV actual 0,037 0,049
Si 5 0,13 (0,10; 0,14)
No 29 0,22 (0,14; 0,43)

AZT actual
Si 0

d4T actual No 29 0,22 (0,14; 0,43)
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Capitulo IV RESULTADOS
Si 0
No 29 0,22 (0,14; 0,43)
ddl actual
Si 0
No 18 0,18 (0,14; 0,43)
RPV actual 0,238  >0,1
Si 11 0,32 (0,17;0,47)
No 27 0,22 (0,14; 0,44)
RAL actual 0,596 @ >0,1
Si 2 0,18 (0,13; 0,22)
No ABC / No RPV 15 0,18 (0,14; 0,43)
Si ABC / No RPV 3 0,19 (0,18; 0,50)
ABC RPV actual 0,354  >0,1
Si ABC / Si RPV 3 0,36 (0,32; 0,64)
No ABC / Si RPV 8 0,24 (0,16; 0,42)
No TDF o TAF / No RPV 5 0,44 (0,19; 0,50)
TDF TAF RPV  SiTDF o TAF/ No RPV 13 0,14 (0,13; 0,22)
0,085 0,090
actual Si TDF o TAF / Si RPV 6 0,32 (0,22; 0,47)
No TDF o TAF / Si RPV 5 0,32 (0,17; 0,36)
No DTG / No RPV 16 0,19 (0,13; 0,43)
Si DTG / No RPV 2 0,18 (0,18; 0,19)
DTG RPV actual 0,133  >0,1
Si DTG / Si RPV 2 0,14 (0,11; 0,17)
No DTG / Si RPV 9 0,36 (0,27; 0,47)
No TDF-TAF / No EFV 10 0,34 (0,18; 0,50)
TDF TAF EFV @ SiTDF-TAF/ No EFV 14 0,22 (0,15; 0,37)
0,082 0,081
actual No TDF-TAF / Si EFV 0
Si TDF-TAF / Si EFV 5 0,13 (0,10; 0,14)
No 16 0,18 (0,14; 0,31)
AZT ddI d4T 0,249  >0,1
Si 13 0,36 (0,13; 0,45)
Ninguno 0
Si AZT/ddI/d4T-NUNCA
0
AZT ddl d4T EFV | EFV 0,249 | >0,1
No AZT/ddI/d4T-No EFV | 16 0,18 (0,14; 0,31)
Ambos 13 0,36 (0,13; 0,45)



Capitulo IV RESULTADOS

AZT (en  No 17 0,19 (0,15; 0,34)

cualquier 0,444  >0,1
Si 12 0,34 (0,13; 0,47)

momento)

ddl (en  No 19 0,18 (0,13; 0,32)

cualquier 0,048 0,036
Si 10 0,43 (0,22; 0,49)

momento)

dat (en  No 19 0,18 (0,13; 0,32)

cualquier 0,050 0,036
Si 10 0,43 (0,22; 0,49)

momento)

EFV (en | No 0

cualquier
Si 29 0,22 (0,14; 0,43)

momento)

RPV (en  No 14 0,20 (0,13; 0,44)

cualquier 0,505 @ >0,1
Si 15 0,27 (0,17; 0,37)

momento)

RAL (en | No 21 0,21 (0,14; 0,43)

cualquier 0,582  >0,1
Si 8 0,28 (0,16; 0,40)

momento)

LPV (en | No 25 0,22 (0,15; 0,37)

cualquier 0,927  >0,1
Si 4 0,28 (0,13; 0,65)

momento)

DRV (en | No 22 0,24 (0,14; 0,43)

cualquier 0,709  >0,1
Si 7 0,18 (0,13; 0,44)

momento)

ATV (en  No 25 0,21 (0,13; 0,43)

cualquier 0,391  >0,1
Si 3 0,36 (0,22; 0,44)

momento)
No expuesto 0

ExpEFV A Exp baja (< 36 m) 10 0,24 (0,19; 0,44) 0,588 @ >0,1

Exp mod-alta (> 36 m) 18 0,20(0,13; 0,43)
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Capitulo IV RESULTADOS

No expuesto 0

ExpEFV B Exp mod-baja (£ 72 m) 19 0,22 (0,18; 0,44) 0,332  >0,1
Exp alta (> 72 m) 9 0,17 (0,13; 0,43)
No expuesto 21 0,21 (0,14; 0,43)

ExpRAL A Exp baja (€12 m) 4 0,24 (0,13; 0,60) 0,711 ' >0,1
Exp mod-alta (> 12 m) 4 0,29 (0,20; 0,40)
No expuesto 21 0,21 (0,14; 0,43)

ExpRAL B Exp mod-baja (< 42 m) 7 0,22 (0,13; 0,45) 0,765 @ >0,1
Exp alta (> 42 m) 1 0,36 (0,36; 0,36)
No expuesto 14 0,20 (0,13; 0,44)

ExpRPV A Exp baja (< 18 m) 7  018(0,17;0,37) 0615  >0,1
Exp mod-alta (> 18 m) 8 0,33 (0,21; 0,43)
No expuesto 14 0,20 (0,13; 0,44)

ExpRPV B Exp mod-baja (€42m) 15  0,27(0,17;0,37) | 0,485 >0,1
Exp alta (> 42 m) 0

TDF/TAF en No 5 0,44 (0,19; 0,50)

cART previo a 0,245  >0,1
Si 24 0,21 (0,13; 0,36)

RedCap

EFV en CcART No 13 0,27 (0,18; 0,44)

0,308  >0,1
previo a RedCap @ Si 16 0,19 (0,13; 0,40)
ABC en CcART No 24 0,21 (0,13; 0,40)
0,323 | >0,1

previo a RedCap | Si 5 0,36 (0,19; 0,50)

NVP en CcART | No 29 0,22 (0,14; 0,43)

previo a RedCap @ Si 0
No TDF-TAF / No EFV 3 0,44 (0,19; 0,50)

EFV+TDF/TAF
Si TDF-TAF / No EFV 10 = 0,24 (0,15; 0,36)

en cART previo 0,509 | >0,1
No TDF-TAF / Si EFV 2 0,38 (0,13; 0,64)

a RedCap
Si TDF-TAF / Si EFV 14 0,19 (0,13; 0,37)
No 3 044(0,19;0,50) 0,222  >0,1



Capitulo IV RESULTADOS
EFV+TDF/TAF
en cART previo Si 26 0,21 (0,13; 0,37)
a RedCap
EFV  cualquier | No EFV /No RPV 0
momento / RPV | SiEFV / No RPV 14 0,20 (0,13; 0,44)
0,505 | >0,1
cualquier No EFV / Si RPV 0
momento Si EFV / Si RPV 15 0,27 (0,17; 0,37)
No EFV / No RPV 0
EFV  cualquier
Si EFV / No RPV 18 0,18 (0,13; 0,43)
momento / RPV 0,238 ' >0,1
No EFV / Si RPV 0
actual
Si EFV / Si RPV 11 0,32 (0,17;0,47)
No EFV / No RPV 10 0,28 (0,18; 0,45)
EFV previo / SiEFV/NoRPV 8 0,13 (0,11; 0,19)
0,102 | >0,1
RPV actual No EFV / Si RPV 3 0,27(0,15; 0,36)
Si EFV / Si RPV 8 0,34 (0,19; 0,48)
No ABV / No RPV 15 0,18 (0,13; 0,43)
ABC previo / SiABV/NoRPV 3 0,19 (0,13; 0,50)
0,387 | >0,1
RPV actual No ABV / Si RPV 9 0,27 (0,17; 0,37)
Si ABV / Si RPV 2 0,50 (0,36; 0,64)
No TDF-TAF / No RPV 4 0,31 (0,16; 0,47)
TDF/TAF previo | Si TDF-TAF / No RPV 14 0,18 (0,13; 0,34)
0,258 | >0,1
/ RPV actual No TDF-TAF / Si RPV 1 0,64 (0,64; 0,64)
Si TDF-TAF / Si RPV 10 0,29 (0,17; 0,37)
No EFV+TDF-TAF / No
3 0,44 (0,19; 0,50)
EFV+TDF/TAF RPV
previo / RPV  SiEFV+TDF-TAF/NoRPV @ 15 0,18 (0,13; 0,34) 0,118 | >0,1
actual No EFV+TDF-TAF/SiRPV = 0
Si EFV+TDF-TAF /SiRPV | 11 0,32 (0,17;0,47)
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Capitulo IV

RESULTADOS

Total

Esteatosis por
biopsia
Esteatosis por
biopsia > 30%
Esteatohepatitis
por biopsia
Esteatosis

ecografica

> FO0

F3 F4

F2 F4

PNPLA3_cat

PNPLA3_dicot

TM6SF2_cat

TMC4_cat

TMC4_dicot

No
Si
No
Si

Si
No
Si

GG

No alelo G
Sialelo G
GG

GA

AA

GG

GA

AA

No alelo A
Sialelo A
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15
11

18

25

15

11

25

24

16
20

15

CCL2/ACTINA

Mediana*
0,55 (0,20; 1,15)
0,53 (0,53; 0,53)
0,56 (0,20; 1,15)
0,53 (0,27; 1,13)
0,65 (0,07; 1,22)
0,52 (0,23; 1,04)
0,61 (0,20; 1,25)
1,13 (1,13; 1,13)
0,53 (0,20; 1,15)
0,53 (0,20; 1,13)
0,56 (0,11; 1,22)
0,53 (0,20; 1,13)
1,54 (1,54; 1,54)
0,55 (0,24; 1,14)
0,78 (0,02; 1,54)
0,95 (0,51; 1,13)
0,32 (0,18; 1,15)
0,56 (0,04; 0,65)
0,95 (0,51; 1,13)
0,38 (0,15; 0,96)
0,55 (0,27; 1,08)
0,18 (0,11; 1,13)

0,53 (0,04; 1,15)
0,48 (0,27; 0,65)
1,00 (0,28; 1,22)
0,53 (0,04; 1,15)
0,51 (0,27; 1,13)

1,000

0,878

0,644

0,615

0,959

0,154

0,960

0,566

0,329

0,573

0,599

0,622

>0,1

>0,1

>0,1

>0,1

>0,1

>0,1

>0,1

>0,1

>0,1

>0,1

>0,1

>0,1
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Capitulo IV RESULTADOS

No 20 0,61 (0,19; 1,18)

ABC actual 1,000 | >0,1
Si 6 0,41 (0,28; 1,15)
No 9 0,51 (0,32; 1,15)

TDF TAF actual 0,792  >0,1
Si 17 0,65 (0,18; 1,13)
No 21 0,65 (0,20; 1,15)

DTG actual 0,850  >0,1
Si 5 0,45 (0,28; 0,56)
No 24 0,52 (0,19; 1,14)

Pl actual 0,302  >0,1
Si 2 1,11 (1,00; 1,22)
No 22 0,52 (0,18; 1,15)

EFV actual 0,471  >0,1
Si 4 0,86 (0,49; 1,25)
No 26 0,55 (0,20; 1,15)

AZT actual
Si 0
No 26 0,55 (0,20; 1,15)

d4T actual
Si 0
No 26 0,55 (0,20; 1,15)

ddl actual
Si 0
No 17 0,65 (0,20; 1,13)

RPV actual 0,916  >0,1
Si 9 0,53 (0,32; 1,15)
No 24 0,55 (0,24; 1,19)

RAL actual 0,443  >0,1
Si 2 0,35 (0,04; 0,65)
No ABC / No RPV 13 0,77 (0,20; 1,13)
Si ABC / No RPV 4 0,39 (0,17; 1,69)

ABC RPV actual 0,990  >0,1
Si ABC / Si RPV 2 0,73 (0,32; 1,15)
No ABC / Si RPV 7 0,53 (0,18; 1,25)
No TDF o TAF / No RPV 5 0,51 (0,28; 1,22)

TDF TAF RPV SiTDF o TAF / No RPV 12 0,71 (0,12; 1,07)

0,985  >0,1

actual Si TDF o TAF / Si RPV 5 0,53 (0,18; 1,25)
No TDF o TAF / Si RPV 4 | 0,51(0,38;0,86)
No DTG / No RPV 14 0,71 (0,20; 1,13)

DTG RPV actual 0,992  >0,1
Si DTG / No RPV 3 0,28 (0,07; 2,87)



Capitulo IV RESULTADOS

Si DTG / Si RPV 2 0,51 (0,45; 0,56)
No DTG / Si RPV 7 0,53 (0,18; 1,25)
No TDF-TAF / No EFV 9 0,51 (0,32; 1,15)
TDF TAF EFV | Si TDF-TAF/No EFV 13 0,53 (0,11; 1,13)
0,627  >0,1
actual No TDF-TAF / Si EFV 0
Si TDF-TAF / Si EFV 4 0,86 (0,49; 1,25)
No 15 0,45 (0,11; 0,95)
AZT ddI d4T 0,164 | >0,1
Si 11 1,00 (0,27; 1,25)
Ninguno 0
Si AZT/ddl/d4T-NUNCA
0
AZT ddI d4T EFV | EFV 0,164  >0,1
No AZT/ddIl/d4T-No EFV | 15 0,45 (0,11; 0,95)
Ambos 11 1,00 (0,27; 1,25)
AZT (en | No 16 0,49 (0,15; 1,04)
cualquier 0,391  >0,1
Si 10 0,89 (0,27; 1,22)
momento)
ddi (en | No 17 0,45 (0,18; 0,77)
cualquier 0,107  >0,1
Si 9 1,15 (0,51; 1,25)
momento)
daTt (en | No 17 0,45 (0,18; 0,77)
cualquier 0,107  >0,1
Si 9 1,15 (0,51; 1,25)
momento)
EFV (en  No 0
cualquier
Si 26 0,55 (0,20; 1,15)
momento)
RPV (en | No 12 0,86 (0,27; 1,18)
cualquier 0,403  >0,1
Si 14 0,49 (0,11; 1,15)
momento)
No 19 0,53 (0,20; 1,22) 0,866 @ >0,1
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Capitulo IV RESULTADOS

RAL (en

cualquier Si 7 0,65 (0,04; 1,15)

momento)

LPV (en  No 23 | 0,51(0,18; 1,15)

cualquier 0,275  >0,1
Si 3 | 1,00(0,77; 1,22)

momento)

DRV (en  No 20 0,55 (0,24; 1,20)

cualquier 0,533  >0,1
Si 6 | 0,46 (0,18; 1,00)

momento)

ATV (en | No 22 0,55 (0,20; 1,13)

cualquier 0,844  >0,1
Si 3 | 1,15(0,04; 1,22)

momento)
No expuesto 0

ExpEFV A Exp baja (< 36 m) 8 0,42 (0,15;1,18) | 0,711  >0,1
Exp mod-alta (> 36 m) 17 0,53 (0,27; 1,15)
No expuesto 0

ExpEFV B Exp mod-baja (£ 72 m) 18 0,61(0,11;1,22) | 0,929 >0,1
Exp alta (> 72 m) 7 0,45 (0,27; 0,77)
No expuesto 19 0,53 (0,20; 1,22)

ExpRAL A Exp baja (€12 m) 3 0,65 (0,03;1,00) | 0,905  =>0,1
Exp mod-alta (> 12 m) 4 0,71 (0,16; 1,27)
No expuesto 19 0,53 (0,20; 1,22)

ExpRAL B Exp mod-baja (< 42 m) 6 0,46 (0,04;1,00) | 0,601 =>0,1
Exp alta (> 42 m) 1 1,15 (1,15; 1,15)
No expuesto 12 0,86 (0,27; 1,18)

ExpRPV A Exp baja (< 18 m) 7 | 045(0,07;0,65) | 0423 >0,1
Exp mod-alta (> 18 m) 7 0,56 (0,18; 1,25)
No expuesto 12 0,86 (0,27; 1,18)

ExpRPV B Exp mod-baja (£ 42 m) 14 0,49 (0,11;1,15) | 0,382  =>0,1
Exp alta (> 42 m) 0
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Capitulo IV RESULTADOS
TDF/TAF en No 5 0,32 (0,28; 0,51)
cART previo a 0,659 >0,1
Si 21 0,65 (0,18; 1,15)
RedCap
EFV en CcART No 12 0,58 (0,12; 1,19)
0,940  >0,1
previo a RedCap @ Si 14 0,55 (0,27; 1,13)
ABC en CcART No 21 0,65 (0,18; 1,22)
0,613  >0,1
previo a RedCap  Si 5 0,32 (0,28; 0,51)
NVP en CcART  No 26 0,55 (0,20; 1,15)
previo a RedCap @ Si 0
No TDF-TAF / No EFV 3 0,51 (0,28; 1,22)
EFV+TDF/TAF
Si TDF-TAF / No EFV 9 0,65 (0,07; 1,15)
en cART previo 0,825 | >0,1
No TDF-TAF / Si EFV 2 0,29 (0,27; 0,32)
a RedCap
Si TDF-TAF / Si EFV 12 0,67 (0,33; 1,19)
EFV+TDF/TAF No 3 0,51 (0,28; 1,22)
en cART previo 0,940  >0,1
Si 23 0,56 (0,18; 1,15)
a RedCa
EFV  cualquier | No EFV / No RPV 0
momento / RPV | SiEFV / No RPV 12 0,86 (0,27; 1,18)
0,403 @ >0,1
cualquier No EFV / Si RPV 0
momento Si EFV / Si RPV 14 0,49 (0,11; 1,15)
No EFV / No RPV 0
EFV  cualquier
Si EFV / No RPV 17 0,65 (0,20; 1,13)
momento / RPV 0,916  >0,1
No EFV / Si RPV 0
actual
Si EFV / Si RPV 9 0,53 (0,32; 1,15)
No EFV / No RPV 10 0,58 (0,07; 1,22)
EFV previo / SiEFV/No RPV 7 0,77 (0,20; 1,13)
0,997  >0,1
RPV actual No EFV / Si RPV 2 0,67 (0,18; 1,15)
Si EFV / Si RPV 7 0,53 (0,32; 1,25)
ABC previo / NoABC/NoRPV 14 0,86 (0,07; 1,22)
0,818  >0,1
RPV actual Si ABC / No RPV 3 0,28 (0,27; 0,51)
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No ABC / Si RPV 7 0,53 (0,18; 1,25)
Si ABC / Si RPV 2 0,73 (0,32; 1,15)
No TDF-TAF / No RPV 4 0,39 (0,27; 0,87)
TDF/TAF previo | Si TDF-TAF / No RPV 13 0,77 (0,07; 1,13)
0,949 | >0,1
/ RPV actual No TDF-TAF / Si RPV 1 0,32(0,32; 0,32)
Si TDF-TAF / Si RPV 8 0,55 (0,31; 1,20)
No EFV+TDF-TAF / No
3 | 0,51(0,28;1,22)
RPV
EFV+TDF/TAF Si  EFV+TDF-TAF / No
14 | 0,71(0,07; 1,13)
previo / RPV RPV 0,978 | >0,1
actual No EFV+TDF-TAF / Si
0
RPV

Si EFV+TDF-TAF / Si RPV 9 0,53 (0,32; 1,15)

Por ultimo, analizamos la presencia de correlaciéon entre las expresiones de los
distintos genes analizados. Se obtuvo una correlacién positiva y estadisticamente
significativa para la expresién de TNFA con IL1B y para CCL2 con IL6 (Tabla V.5).

Tabla IV.5. Correlacidn entre las expresiones de distintos genes en PBMC de pacientes VIH.
Rho: coeficiente de correlacion de Spearman.

IL1B_ACTINA TNFA_ACTINA
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Capitulo V DISCUSION

La introduccion de la cART para el tratamiento de la infeccidn por VIH-1, hace casi
30 afios, transformo la enfermedad de ser casi invariablemente fatal a convertirse
en una condicién crénica manejable. Hoy en dia, la existencia de farmacos que
suprimen mejor la replicacién del virus, que son menos téxicos y mas seguros, que
generan menos resistencias y requieren una menor cantidad de dosis diarias (a
menudo una al dia), junto con las mejoras en la atencién médica a estos pacientes,
la deteccion tempranay la promocidn de la salud, ha logrado mejorar su prondstico
hasta lograr una esperanza de vida cercana a la de la poblacién general (174). A
pesar de este éxito, la pandemia aun no ha sido controlada, la infeccién por VIH
sigue siendo una enfermedad incurable que requiere tratamiento de por vida y los
pacientes se enfrentan a un mayor riesgo de desarrollar otras patologias no
relacionadas con el SIDA (175). En una época en la que ya existe un tratamiento
eficaz para curar la infeccidon por VHC pero con tasas crecientes de obesidad en la
poblacién, la NAFLD se ha convertido en una de las principales causas de
enfermedad hepdtica entre las personas que viven con VIH (141,142). Ademas,
estos pacientes presentan una mayor prevalencia de fibrosis hepatica avanzada
(10-15%), considerada como el predictor mas fuerte de mortalidad relacionada con

el higado.

En este contexto, el estudio de RPV resulta de especial interés puesto que este
farmaco no solo ha mostrado tener un mejor perfil de seguridad y tolerabilidad que
EFV, sino que también mejora el perfil lipidico en pacientes previamente tratados
con otros antirretrovirales (30,36,38,176). Ademas, su reciente aprobacién como
parte del primer tratamiento antirretroviral de accidn prolongada secunda la
continuidad de su uso (31). Es por ello que, en esta tesis, nos hemos centrado en
estudiar los mecanismos moleculares que podrian ayudar a esclarecer por qué RPV
es una mejor eleccion frente a otros farmacos antirretrovirales en pacientes VIH

con CLD vy, quizas, establecer nuevas opciones terapéuticas para NAFLD.
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En la busqueda de nuevas terapias para la CLD, se estan explorando multiples
enfoques sobre la regulacién de distintas vias clave en su inicio, progresion y
regresion. Debido a la importante implicaciéon de los macréfagos hepdticos en la
homeostasis tisular, su papel como mediadores de primera linea ante el dafo
hepatico y sus funciones duales en la promocién e inhibicién en la enfermedad
hepatica, esta poblacién celular se ha convertido en una diana terapéutica de gran
interés. Los enfoques farmacoldgicos dirigidos a los macréfagos se pueden clasificar
como aquellos que (i) dificultan su reclutamiento al higado dafiado, (ii) inhiben su
activacidn y (iii) modulan su funcion y polarizacién (177). Mas recientemente, se
han probado terapias basadas en la infusidon de macroéfagos autélogos en pacientes
con cirrosis hepatica compensada con el objetivo de mejorar la gravedad de la

enfermedad (178).

En linea con el primer enfoque, la intervencion de las vias de sefializacién de
guimiocinas ha sido ampliamente estudiada. En particular, el farmaco Cenicriviroc
(CVC) (inhibidor dual de CCR2/CCR5) mostro resultados alentadores al bloquear
eficazmente el reclutamiento de monocitos mediado por CCL2, ademas de ejercer
claros efectos antiinflamatorios y antifibréticos en diferentes modelos murinos de
patologias hepaticas crdnicas, incluyendo la enfermedad hepatica alcohdlica,
NAFLD vy fibrosis (137,179,180). Estos datos condujeron a la realizacién de ensayos
clinicos para evaluar su eficacia en pacientes con NASH y fibrosis hepatica. Después
de 1 afo de tratamiento con CVC, un nimero relevante de pacientes con NASH
respondieron bien al tratamiento, mostrando una mejoria estadisticamente
significativa en el estadio histoldgico de fibrosis (181), efecto que se mantuvo en el
segundo afio de tratamiento, con una mayor respuesta en los pacientes con fibrosis
avanzada (NCT02217475) (182). Sin embargo, el ensayo en fase 11l (NCT03028740)
realizado en aproximadamente 2000 pacientes con NASH, finalizé después de que
el andlisis intermedio al afio revelara falta de eficacia. Otros inhibidores de las vias

de reclutamiento de macrdéfagos que se estan estudiando y que han mostrado una
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mejoria en la progresidn de la NAFLD/NASH y fibrosis en modelos murinos son el
Propagermanium (inhibidor de CCR2) (183), mNOX-E36 (oligonucledtidos
antagonistas de CCL2) (184), y Maraviroc (inhibidor de CCL5/RANTES) (185).

La posibilidad de modular la activacion macrofagica ha sido otra estrategia muy
estudiada. Diversos trabajos han demostrado la participacién del inflamasoma
NLRP3 y de sus efectores, caspasa-1 e IL-1B, en la progresién de la CLD (111),
avalando su potencial como diana para su tratamiento. De hecho, diversas
moléculas que intervienen esta via ya han generado resultados prometedores en
modelos murinos. Asi, el tratamiento con MCC950, un inhibidor potente vy
especifico de NLRP3, normalizé la expresion hepatica de NF-kB, caspasa-1y pro-IL-
1B, asi como los niveles plasmaticos de IL-1B, CCL2, IL-6 y ALT/AST, en un modelo
murino de NASH, reduciendo la inflamacidn y la fibrosis hepatica (186). En la misma
linea, la administracién de Anakinra, un antagonista del receptor de IL-1B, ha
mejorado la fibrosis hepdtica en ratones con hepatitis alcohdlica (187). Aunque los
resultados de uno de los primeros ensayos clinicos con el inhibidor pan-caspasa,
Emricasan, resultaron alentadores al reducir los niveles de ALT y mejorar los
biomarcadores séricos de apoptosis en pacientes con NAFLD (188), los ultimos
resultados obtenidos (NCT02686762) muestran que el tratamiento con Emricasan
no solo no logré mejorar la histologia hepatica en NASH, sino que pudo haber
empeorado la fibrosis y la degeneracion de los hepatocitos. Este mismo revés ha
sufrido el inhibidor de ASK-1, Selonsertib. La sefalizacidn por las SAPK, p38 y JNK,
ha mostrado ejercer un papel clave en la progresion de NASH, sin embargo, dada la
falta general de éxito de sus inhibidores, se ha planteado su inhibicién “up-stream”,
através de ASK-1, como un enfoque alternativo (116). Los primeros ensayos clinicos
con Selonsertib determinaron que el farmaco era seguro y eficaz al reducir
significativamente la fibrosis hepatica en pacientes con NASH vy fibrosis en estadio
2 0 3 (189,190). Sin embargo, los estudios de fase Ill en pacientes con NASH y
fibrosis avanzada (NCT03053050) (191) o cirrosis compensada (NCT03053063)
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(192) tuvieron que ser suspendidos por falta de efectividad, recalcando la
importancia de la identificaciéon de nuevas moléculas y dianas para el tratamiento

de la NAFLD.

Debido a la dualidad funcional del fenotipo macrofagico, las terapias que tratan de
modaularlo se han postulado como un objetivo terapéutico para el tratamiento de
la enfermedad hepatica. Ademas, debido a su alta capacidad fagocitica, la
administracién sistémica empleando diversos mecanismos de administracidon de
farmacos, como los liposomas y las microburbujas, favorecen su acumulacién en el
higado (193), lo que aumenta su potencial como opcién terapéutica especifica para
la CLD. En consecuencia, la identificacion de factores clave en su diferenciacion
hacia un fenotipo antiinflamatorio y pro-resolutivo resultaria fundamental. En este
sentido, la activacion de los factores de transcripcidon STAT6 y PPARy y la inhibicidn
de NF-kB y STAT1, cuya regulacion ha demostrado estar intimamente
interconectada, juega un papel importante en la polarizacion de macréfagos M2
(91,194,195). En los macréfagos, STAT6 regula la expresion génica y proteica de
PPARy, promueve su actividad transcripcional e incrementa la capacidad fagocitica
mediada por PPARy (88,171). Ademas, la activacion de STAT6 se ha relacionado con
una inhibicién de STAT1 (87,171), lo que supone una inhibicidn de la regulacion de
STAT1 hacia un fenotipo proinflamatorio. Diversos estudios han demostrado la
participacién de PPARy en la polarizacién de la poblacién macrofagica hacia un
fenotipo alternativo y su papel en la prevencién de enfermedades metabdlicas
(196,197). De hecho, se ha descrito que la delecidon especifica de PPARy en
macréfagos predispone a los ratones alimentados con HFD a sufrir obesidad,
intolerancia a la glucosa y resistencia a insulina (198), y que la administracién in vivo
del agonista de PPARy, Rosiglitazona, reequilibra la polarizacion M1 inducida por la
HFD hacia un fenotipo M2, aliviando también la esteatosis hepatica y reduciendo la

respuesta inflamatoria local mediante la inhibicién de NF-kB (199). La activacién de
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PPARy también se ha asociado a una inhibicién de la actividad transcripcional de

STAT1y AP-1.

Teniendo toda esta informacion en cuenta, los resultados obtenidos con RPV en
esta tesis resultan alentadores. En primer lugar, cabe destacar la capacidad de RPV
para actuar sobre el primer enfoque terapéutico descrito, es decir, para reducir la
infiltracion de los macrdfagos en el higado en ratones alimentados con HFD. El
estudio mecanistico de este efecto realizado in vitro con células LX-2 y MDM reveld
que RPV inhibe el eje CCL2/CCR2. Ademas, resultados preliminares realizados en
células HUVEC, como modelo de células endoteliales, y en la linea celular humana
Hep3B bajo condiciones proinflamatorias han demostrado la capacidad de RPV
para reducir la expresidon de CCL2 en otras poblaciones celulares de relevancia en

la fisiopatologia hepatica (200).

Atendiendo al segundo enfoque farmacolégico mencionado, los datos obtenidos
demuestran el efecto antiinflamatorio de RPV en MDM al actuar sobre la via del
inflamasoma NLRP3 y la caspasa-1, y reducir la activacién de NF-kB y las SAPK, JNK1
y p38, rutas todas ellas de especial relevancia en la progresion de la CLD. Este
potencial antiinflamatorio de RPV se confirmé en experimentos clave realizados en
MDM bajo el potente estimulo proinflamatorio LPS. En estas condiciones, RPV
redujo de manera dependiente de la concentracion la expresién génica de diversos

marcadores proinflamatorios (IL1B, CCL2, IL6, IL8 y NLRP3).

Por ultimo, de especial interés resulta el analisis de cdmo RPV influye en la
polarizacién de los macréfagos. En una primera aproximacion, la expresion génica
de diferentes marcadores asociados a los fenotipos M1 (CD86, IL1B, TNF, IL6 y IFNG)
y M2 (CD206, CD163, TGFB1, IL10y ARG1) sufrid alteraciones en ambos sentidos en
los dos grupos. Este resultado que, en principio, podria parecer sorprendente y
contradictorio, estd respaldado por el hecho de que no existe una absoluta

dicotomia en el fenotipo macrofagico tal y como se ha descrito tradicionalmente,
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sino que los macréfagos abarcan un amplio espectro de estados de activacion en
los que coexiste la expresién de diversos marcadores (55). Sin embargo, nuestros
resultados mas destacados revelaron que el tratamiento de MDM con RPV in vitro
produce una induccién en la expresidon génica de los factores de transcripcion
STAT6 y PPARy, y de su gen diana ARGI1, todos ellos marcadores cldsicos de
macréfagos M2. Esta activacion de STAT6 mediada por RPV se confirmé al observar
una mayor traslocacién de este factor de transcripcién al nucleo en las células
tratadas. Dicho efecto no se observd en MDM tratados con IL-4, la citocina
caracterizada como estimulo de STAT6. Aunque la literatura avala la concentracion
utilizada en estos experimentos, el tiempo de tratamiento empleado podria no ser

el adecuado.

Considerando que todos los resultados obtenidos con RPV en MDM apuntan a una
diferenciacién hacia un perfil antiinflamatorio, nos planteamos evaluar cdmo afecta
el tratamiento con RPV a la polarizacion macrofdgica en condiciones
proinflamatorias. De nuevo, la expresion génica de los marcadores fenotipicos
evaluados resulto heterogénea. Es importante destacar que el tratamiento con RPV
en estas condiciones de dafo indujo la expresidn de diversos marcadores asociados
con un fenotipo antiinflamatorio y pro-resolutivo (CD206, PPARG, TGFB1, MMP12
y PDGFB), entre los que se encuentran genes diana de STAT6 (PPARG y MMP12)
(201). Finalmente, y a pesar de no obtener resultados estadisticamente
significativos, el estudio de la polarizacién mediante citometria de flujo sugiere que
el tratamiento con RPV tiende a invertir el efecto producido por LPS. Una de las
limitaciones a las que nos enfrentamos en este objetivo es la de tratar de simplificar
una respuesta tan compleja como la respuesta macrofagica. Por ello, para lograr
una mayor comprension de lo que sucede a nivel fenotipico seria conveniente
analizar estos pardmetros en modelos in vivo. Aun asi, la informacidn que se puede
extraer de todo este conjunto de experimentos es que la RPV tiende a inducir un

fenotipo antiinflamatorio y restaurador en los macréfagos.
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Un resultado que merece ser analizado a nivel individual es el efecto que produce
RPV en la expresion de IL6. Aunque RPV reduce la expresién de IL6 en condiciones
proinflamatorias, podemos observar que en condiciones basales induce su
expresion. Este resultado es de gran interés, ya que IL-6, ademas de ser una citocina
proinflamatoria, se caracteriza por regular STAT3 induciendo un efecto
hepatoprotector al promover la supervivencia de los hepatocitos y la regeneracion
hepatica (202). En esta linea, la secrecion de IL-6 por parte de KC se ha relacionado
tanto con un efecto antiapoptético y antiesteatdtico en hepatocitos (203) como con
un efecto antifibrético en modelos murinos (202). Esta induccién de STAT3 ligada a
una mayor proliferacion de hepatocitos ya se ha descrito para RPV en nuestro
laboratorio en un modelo murino de NAFLD (46). En este mismo trabajo,
experimentos realizados in vitro demostraron la capacidad de RPV para inducir una
activacion de STAT3 en hepatocitos mediante la secrecién de IL-6 por parte de HSC
tratados con RPV. En vista a estos resultados seria interesante estudiar si la
secreciéon de IL-6 por parte de los macréfagos tratados con RPV afectaria de la

misma manera a la proliferacion de los hepatocitos.

Entre las limitaciones del estudio con macréfagos nos encontramos las inherentes
a emplear células primarias y su consecuente variabilidad interindividual. Esta
variabilidad se traté de reducir al incluir en el estudio Unicamente a los voluntarios
gue declararon no padecer ninguna patologia crénica y no haber recibido un
tratamiento antiinflamatorio, ademas se incluyé en todos los ensayos una
condicién control respecto a la cual se normalizaron los resultados. Aun asi, la
variabilidad interindividual y la dificultad para conseguir voluntarios sanos para
realizar mas repeticiones de los ensayos ha dificultado obtener resultados con

significatividad estadistica en muchos casos.

En esta tesis demostramos que el efecto antiinflamatorio de RPV no se limita

Unicamente a su accién sobre los macrofagos, sino que también actia sobre las
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HSC. En esta poblacién celular, la respuesta inflamatoria adquiere un protagonismo
especial ya que se trata de las principales células efectoras de la fibrosis hepatica
(74). RPV inhibe la via del inflamasoma NRLP3/caspasa-1 en células LX-2, incluso en
condiciones profibrogénicas. Diversos estudios han demostrado la participacién de
esta via en el desarrollo de NAFLD y fibrosis (108,204). Aunque algunos de los
efectos producidos por el propio TGFB podrian ser inesperados, ya que redujo de
manera significativa la expresion génica de los diferentes componentes del
inflamasoma y de /L1B, se ha descrito en la literatura que el efecto que produce
TGFB en estas células depende del tiempo de ensayo empleado, aumentando la
expresion de /IL1B en periodos de tiempos cortos (10 min) y disminuyéndola en
periodos mas largos (60 min). Por tanto, este efecto podria ser resultado de un
mecanismo de regulacion autocrina para limitar la respuesta inflamatoria (205).
RPV ademas indujo la expresidn génica de PPARYy, el cual se ha asociado con efectos
antiinflamatorios y antifibrogénicos en HSC (168), ya que su activacidén mantiene a
las HSC en su fenotipo quiescente (206). La importancia de estas observaciones en
la progresién de la fibrosis se ha demostrado recientemente in vivo en un estudio
gue demuestra que la deficiencia de PPARy en HSC de ratones promueve el
desarrollo de la fibrosis y retrasa su resolucion (207). Aunque una activacién de
PPARy en hepatocitos podria ser preocupante por su implicacién en el desarrollo
de esteatosis (168), resultados previos de nuestro grupo obtenidos en el modelo de
NAFLD demuestran que este efecto de RPV es especifico del tipo celular, ya que no

activa este factor de transcripcion en hepatocitos (46).

Si bien los resultados obtenidos con RPV in vitro y en animales de experimentacion
resultan esperanzadores, es importante evaluar sus efectos en pacientes, ya que
muchos potenciales tratamientos pierden su efectividad en los ensayos in vivo. Por
ello, nos propusimos determinar si las acciones hepatoprotectoras inducidas por
este fdrmaco en modelos murinos se reproducian en pacientes con patologia

hepatica. A falta de farmacos capaces de inducir la reversiéon o resolucidn de la
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fibrosis hepatica, la regulacidn de la sefializacion de JAK-STAT se ha postulado como
una buena diana para el tratamiento de enfermedades hepdticas (208). En este
sentido, la activacion de STAT1 en aHSC ha resultado ser beneficiosa al reducir su
proliferacién e inducir su apoptosis (209), y retrasando la progresién del dafo
hepatico al promover la reversion de la fibrosis hepatica (210). Por el contrario, los
efectos nocivos descritos de la activacién de STAT1 en hepatocitos son
consecuencia de la induccién directa de apoptosis en este tipo celular (208).
Estudios previos realizados en nuestro laboratorio revelaron un mecanismo
mediante el cual RPV ejerce su efecto antifibrético en modelos murinos al inducir
de forma selectiva la apoptosis en aHSC mediante la activacién de STAT1. Esta
regulacidn, a su vez, supuso la activacion secundaria de la sefializacidon de STAT3 en
hepatocitos provocando un aumento en su proliferaciéon y restaurando asi la
homeostasis del parénquima hepatico (46). En esta tesis hemos confirmado la
activacion selectiva de STAT1 en células hepaticas no parenquimales en biopsias de
pacientes VIH con diagnéstico de NAFLD que reciben terapia basada en RPV.
Ademas, este aumento en la sefial de STAT1 se observé en pacientes que
presentaban diferentes estadios de NAFLD, desde esteatosis moderada/intensa
hasta esteatohepatitis o fibrosis, lo que apunta a un efecto hepatoprotector de este
tratamiento inactivando a las aHSC para reducir la progresion del dafio hepatico. Es
importante destacar que, de nuevo, la activacién de STAT1 no afecté a los
hepatocitos (datos no mostrados), lo que iria en concordancia con estudios previos
realizados in vitro con la linea Hep3B en los que el tratamiento con RPV no afectd a

la viabilidad de este tipo celular (45).

Un objetivo planteado en la tesis fue valorar el estado inflamatorio de pacientes
VIH mediante el analisis de la expresion génica de marcadores inflamatorios en sus
PBMC. Este estudio se enfrenté a distintas limitaciones. En primer lugar, la baja
expresion de algunos de los genes de interés en los PBMC (/IL6, CXCL10, SERPINE-1

y NLRP3) impidi6 que fueran detectados mediante la técnica empleaday, por tanto,
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obtener resultados para todas las muestras analizadas. Ademas, la estratificacion
de la poblacién en distintos grupos en funcién de las caracteristicas a considerar
supuso que se redujera aun mas el numero de individuos pertenecientes a cada
grupo y mermo la potencia estadistica del estudio. Esto, sumado a la presencia de
otras variables como las distintas combinaciones de farmacos dificultd Ila
posibilidad de obtener resultados mas concluyentes. Aun asi, se pudo observar que
los pacientes que han recibido tratamiento con ddl o d4T en cualquier momento
tienen una mayor expresion de IL1By TNFA. Ambos farmacos pertenecen al grupo
de NRTI y se han postulado como los antirretrovirales inhibidores de la Poly mas
potentes (211), comprometiendo el funcionamiento mitocondrial (212). Ademas,
el dafio mitocondrial en PBMC de pacientes con VIH se ha asociado con una mayor
produccién de ROS y una mayor respuesta inflamatoria (213), lo que esta en linea
con nuestros resultados. También observamos una mayor expresidon de IL1By TNFA
cuando el tratamiento actual no incluia TDF/TAF ni RPV, aunque no se pudo asociar
una menor expresion de estos marcadores a la presencia de RPV en el tratamiento.
La presencia de Pl en el tratamiento actual se asocié con un aumento de la
expresion de IL1B. Estos resultados van acordes a los obtenidos por nuestro grupo
en un estudio previo realizado en otra poblacién de pacientes donde el tratamiento
gue contenia Pl se asociaba con un aumento en la expresion génica de algunas
citocinas proinflamatorias (IL18 y CXCL10) en comparacién al grupo control
constituido por donantes sanos (214). Se ha descrito que esta familia de farmacos
antirretrovirales puede alterar diversos procesos celulares, induciendo disfuncion
mitocondrial, resistencia a insulina e inflamacién (215). Sorprendentemente, la
presencia del NNRTI de primera generaciéon EFV en el tratamiento redujo la
expresion de TNFA en nuestra poblacién de estudio, a pesar de inducir un claro
papel proinflamatorio en diversos modelos celulares in vitro, incluyendo

hepatocitos y adipocitos (216).
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La complejidad de la fisiopatologia hepatica y las distintas acciones que produce
RPV subrayan la importancia de evaluar su efecto en las distintas poblaciones
hepaticas y las interacciones que se producen entre ellas. Un punto clave para
entender su mecanismo de accién, seria estudiar las interacciones que se producen
entre los macréfagos y las HSC, ya que muchas de las citocinas que se han visto
moduladas por RPV en MDM son reguladoras de la activacién de las HSC v,
potencialmente, esta regulacién supondria un efecto antifibréotico. También seria
de gran interés estudiar la interaccién de los monocitos con las LSEC para
comprender mas en profundidad los mecanismos por los que RPV regula su
infiltracion, analizando si RPV regula la expresién de mediadores proinflamatorios
y moléculas de adhesidn en LSEC, y si se produce una menor interaccion monocito-

LSEC que reduzca su infiltracion al higado.

Para concluir, el presente estudio revela una clara accién antiinflamatoria de RPV
sobre los macréfagos al reducir su infiltracién al higado mediada por el eje
CCL2/CCR2 y modular la activacion de distintas vias proinflamatorias
(NLRP3/caspasa-1, NF-kB y SAPK) claves en el desarrollo de NAFLD. Ademas, este
efecto podria estar acompafiado de una polarizacion hacia fenotipo
antiinflamatorio y pro-resolutivo dependiente de STAT6/PPARy y de una respuesta
antiinflamatoria y antifibrotica en HSC. Al mismo tiempo, demostramos por
primera vez el potencial antifibrotico de RPV en pacientes infectados con VIH y

NAFLD al inducir la activacién de STAT1 en células no parenquimales.
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Figura V.1. Representacion esquematica de los efectos de Rilpivirina en la migracién de
monocitos y activacion de células estrelladas hepaticas. Rilpivirina inhibe la activacién de
las células estrelladas hepaticas a miofibroblastos y reduce la sintesis y secrecidn de la
qguimiocina CCL2 por parte de las células de Kupffer y miofibroblastos, lo que supone una
menor infiltracion de los macréfagos al higado. Creado con BioRender.com.
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Figura V.2. Representacion esquematica de los efectos de Rilpivirina en la activaciéon de los
macrofagos. Rilpivirina inhibe la activaciéon del inflamasoma NLRP3 y caspasa-1, las rutas
inflamatorias y de respuesta a estrés mediadas por NF-kB, p38, JNK1 y STAT1 e induce los
factores de transcripciéon STAT6/PPARYy, lo que supone una menor produccion de genes
inflamatorios (/IL1B, CCL2, IL6, IL8 y NLRP3) y el incremento en la expresién de marcadores
de macréfagos M2. Creado con BioRender.com.
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En vista a estos resultados y evidencias previas, y teniendo en cuenta las
limitaciones inherentes a este estudio, consideramos que RPV estaria
especialmente indicada en pacientes infectados por el VIH con especial
susceptibilidad a sufrir ciertas enfermedades hepaticas, como NAFLD. Ademas,
profundizar en su estudio podria tener una gran relevancia clinica como factor clave
para mejorar la terapia farmacolégica de las enfermedades hepaticas con
componente fibrético e inflamatorio, sirviendo de base para descubrir nuevas
dianas terapéuticas, como una opcidn terapéutica en si mismay mejorando nuestra
comprension actual de los mecanismos moleculares implicados en la fisiopatologia

hepatica.
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1.

Rilpivirina reduce la infiltracion de macréfagos en el higado en un modelo
nutricional de NAFLD. Los resultados in vitro indican que esta regulacion se
produce mediante la inhibicién de la secrecidn de la quimiocina CCL2 por
parte de los macrdfagos y las células estrelladas hepaticas.

Rilpivirina inhibe la via del inflamasoma NLRP3/caspasa-1 en células
estrelladas hepaticas e induce la expresion de PPARy, ejerciendo efectos
antiinflamatorios y antifibréticos en esta poblacién celular.

Rilpivirina ejerce un claro efecto antiinflamatorio en macréfagos incluso
bajo la potente induccién proinflamatoria mediada por LPS. Este efecto
implica la regulacién de la via del inflamasoma NLRP3/caspasa-1 y la
inhibicidn de las rutas inflamatorias y de respuesta a estrés mediadas por
NF-kB, p38 y JNK1.

El tratamiento con Rilpivirina podria inducir una polarizacién del fenotipo
macrofagico hacia un perfil antiinflamatorio y pro-resolutivo. Este efecto
estd mediado por la regulacion de los factores de transcripcion
STAT6/PPARYy y la inhibicidn de la activacidén de STAT1.

Los pacientes infectados con VIH que presentan NAFLD en diferentes
estadios y que reciben terapia antirretroviral basada en RPV muestran un
aumento en la activacion de STAT1 en células no parenquimales, lo que
podria indicar una atenuacién del dafo hepatico por apoptosis o

inactivaciéon de células estrelladas activadas.
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AUTORIZACION PROCEDIMIENTO 2014/VSC/PEA/00188

Vista |2 solicitud realizada en fecha 31/10/14 con n° reg. entrada 20463 por D/D?. Pilar Campins
Falcé, Vicerrectora Investigacion y Politica Cientifica, centro usuario ES462500001003, para
realizar el procedimiento:

“Estudio del efecto de la terapia antirretroviral sobre un modelo vivo de esteatohepatitis
inducida con dieta rica en grasa ”

Teniendo en cuenta la documentacion aportada, segin se indica en el articulo 33, punto 5 ¥ 6, y
puesto que dicha procedimienta se halla sujeto a autorizacion 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 Sanidad y Bienestar Animal.

AUTORIZO:

la realizacién de dicho procedimiento al que se le asigna el codigo: 2014/VSC!/PEA/00188 tipo 2,
de acuerdo con las caracteristicas descritas en la propla decumentacion para el numero de
animales, especie y pericdo de tiempo solicitado. Toco ello sin menoscabo de las autorizacicnes
pertinentes, por otras Administraciones y entidades, y llevandose a cabo en las siguientes
condiciones:

Usuario: Universitat de Valéncia

Responsable del proyecic: Ana Blas Garcia

Establecimiento: Animalario Unidad Central de Investigacién

Necesidad de evaluacion resirospectiva:

Condiciones especificas:

Observaciones:

Valencia a, 26 de noviambre de 2014
:-*"‘,,"‘Z\ "f.«

El director ne_é%l é)gré)duégién Agraria y Ganaderia
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José Miguel Ferrer Arranz







CONSENTIMIENTO INFORMADO
Titulo del estudio: “Nuevas dianas farmacolégicas para el tratamiento de la enfermedad hepatica

cronica: rutas de seiializacion JAK-STAT1 y JAK-STAT3 como punto de partida”

Investigador principal: Dra. Nadezda Apostolova
Centro: Departamento de Farmacologia, Facultad de Medicina y Odontologia, Universidad de Valencia
Teléfono de contacto: 963 983 767

Y 0, ettt et et ebe st b b et abe st et s eabe e et saeereenbeaneetesres he sido informado debidamente
de los objetivos del estudio que se esta realizando y de la confidencialidad de mis datos por lo que

Autorizo que se me tome una muestra sanguinea para que sea utilizada con fines cientificos.
Firma del paciente
Fecha:

Por favor, proporcione la siguiente informacion

Edad: Sexo:

Peso: Altura:

Fumador:  Si No

Ingesta de alcohol: ~ Nunca Esporadicamente Habitualmente

Patologia crénica que padece:

e  Hipercolesterolemia
e  Hipertrigliceridemia
e  Hipotiroidismo

e  Hipertiroidismo

e  Hipertension

e Artritis

e Diabetes

e Enfermedad hepatica
e  Otra. Indique cual

Medicamentos que toma habitualmente o que ha tomado en el Ultimo mes.

Indique cuales



HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

Se le ofrece la posibilidad de participar en el proyecto de investigacién titulado “Nuevas dianas
farmacoloégicas para el tratamiento de la enfermedad hepatica cronica: rutas de senalizacion JAK-
STAT1 y JAK-STAT3 como punto de partida” que estd siendo realizado por |la Dra. Nadezda Apostolova
del Dpto. de Farmacologia de la Facultad de Medicina de la Universitat de Valéncia y que ha sido
evaluado y aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica del Hospital Clinico Universitario de
Valencia.

Antecedentes

éCudl es el objetivo de este estudio?

La busqueda de nuevas dianas moleculares con potencial diagndstico, prondstico o terapéutico para
la enfermedad hepatica cronica.

éPor qué se le ha pedido que participe?

Porque no ha sido diagnosticado de ninguna enfermedad y es un donante sano.

¢En qué consiste su participacion? ¢Qué tipo de pruebas se realizaran?

Su sangre se utilizara con fines cientificos. La participacidn en este proyecto no supone ninglin cambio
en el tratamiento que esté llevando, si lo tiene.

¢éCudles son los riesgos de participar en este estudio?

No se prevé ningun riesgo adicional para usted ya que utilizaremos una muestra de sangre que le sera
extraida junto a su donacidn. El Unico riesgo previsible es el riesgo que conlleva el propio pinchazo,
que incluye molestias, dolor, enrojecimiento e hinchazén y/o pequefios hematomas en el lugar de
extraccion.

¢éCudles son los beneficios de participar en este estudio?

Es muy posible que suponga poco valor diagnéstico para usted, pero podra ayudar a la identificacion
de posibles moléculas utiles para el tratamiento y el diagndstico de la enfermedad hepatica crdnica
para la cual no existen tratamientos especificos ni efectivos.

¢Qué pasara si decido no participar en el estudio?

Su participacion es totalmente voluntaria. En caso de que no quisiera participar, no modificard en
absoluto su asistencia sanitaria. Asi mismo, podra retirarse del estudio en cualquier momento sin
tener que dar explicaciones.

¢éA quién puedo preguntar en casa de duda?

Es importante que comente con cualquiera de los investigadores de este proyecto por los pormenores
o dudas que surjan antes de firmar el consentimiento para su participacion. Asi mismo, podra solicitar
cualquier explicacidon que desee sobre cualquier aspecto del estudio y sus implicaciones a lo largo del
mismo contactando con el investigador principal del proyecto, la Dra Nadezda Apostolova en el
teléfono 96383767.

Confidencialidad

Todos sus datos, asi como toda la informacién médica relacionada con su asistencia sanitaria seran
tratados con absoluta confidencialidad por parte del personal encargado de la investigacion. Asi
mismo, si los resultados del estudio fueran susceptibles de publicacidn en revistas cientificas, en
ningln momento se proporcionaran datos personales de los donantes que han colaborado en la
investigacion.

Tal y como contempla la Ley de Proteccién de Datos de Caracter Personal, podra ejercer su derecho a
acceder, rectificar o cancelar sus datos contactando con el investigador de este estudio.

éQué pasara con las muestras bioldgicas obtenidas durante la investigacion?

Durante su participacién en este estudio, se le extraera una muestra de sangre. Esta muestra sera
siempre utilizada con fines cientificos, pudiéndose utilizar si usted asi lo autoriza en el marco de otros
proyectos de investigacion previamente evaluados y aprobados por el Comité Etico de Investigacion
Clinica del Hospital Cinico. Ademds, este material no serd bajo ningin concepto motivo de lucro.



