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I.RESUMEN

Los inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de
nucleos(t)ido (ITIAN) son una familia de farmacos empleados en el
tratamiento de la infeccion por el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH). Este grupo de antirretrovirales esta presente en
todas las opciones terapéuticas en combinacion con farmacos
antirretrovirales de otras familias. La administracion de estos
compuestos, en particular de abacavir (ABC) y didanosina (ddl), se
ha asociado con la aparicion de efectos adversos a nivel
cardiovascular; sin embargo los mecanismos responsables

permanecen sin esclarecer.

Empleando modelos in vitro e in vivo, hemos evaluado los
efectos de concentraciones clinicamente relevantes de estos
antirretrovirales sobre la interaccion leucocito-endotelio, la cual es
el primer paso en la génesis de las enfermedades cardiovasculares
con componente inflamatorio tales como infarto de miocardio,

aterosclerosis y trombosis.

ABC (farmaco mas utilizado de esta familia y analogo de
purina), indujo la interaccion de leucocitos con el endotelio
(venoso y arterial) in vitro e in vivo asi como un incremento en la
expresion de la molécula de adhesion leucocitaria Mac-1
(CD11b/CD18) en neutrofilos y monocitos tanto humanos como
de rata. Aunque la expresion de ICAM-1 no se vio modificada por
este farmaco, la acumulacion leucocitaria inducida por ABC se
debe a la interaccion Mac-1/ICAM-1, esto se hace evidente por el
hecho de que anticuerpos bloqueantes frente a estas moléculas
previnieron los diferentes parametros leucocitarios. Los estudios
en los que cada tipo celular (endotelio o leucocitos) fue tratado
individualmente indican que el endotelio también posee un papel

importante en esta respuesta. Ademas, a nivel endotelial, ABC
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promueve la produccion de ERO, asi como la translocacion de

NF-kB al nucleo y la pérdida citosolica de su inhibidor IkB-a.

Nuestros estudios mostraron una relacion estructura-
actividad debido al modo en el que los diferentes antirretrovirales
actuan: Asi, ddI (analogo de purina) reprodujo los efectos toxicos
de ABC, mientras que los analogos de pirimidina lamivudina
(3TC), zidovudina (ZDV) y emtricitabina (FTC) o el analogo de
nucleotido tenofovir (TDF) no produjeron cambios significativos en
ninguno de los parametros evaluados. Esto sugiere que ABC y ddl
estan afectando a la ruta de senalizacion purinérgica y que el ATP
esta implicado en estos efectos. De este modo, ABC causoé tanto
un incremento en los niveles de ATP intracelular como una
reduccion de la expresion de CD73 (enzima responsable de la
degradacion del ATP) tanto a nivel endotelial como leucocitario.
Ademas, comprobamos el papel del ATP a través de sus receptores

P2X7 en el reclutamiento leucocitario inducido por este ITIAN.

Por ultimo, la combinacion terapéutica ABC/3TC produce el
mismo efecto proinflamatorio que ABC. Sin embargo, la alternativa

terapéutica FTC/TDF no promueve dichos efectos.

En conclusion, el presente trabajo describe el mecanismo
proinflamatorio por el cual los ITIAN analogos de purina y mas
concretamente, ABC, inducen la acumulacion leucocitaria previa
al desarrollo de patologias cardiovasculares. Ademas, destaca la
importancia de la estructura quimica de estos farmacos en el
desarrollo de estos efectos toxicos y apoya la asociacion clinica

entre estos farmacos y las patologias cardiovasculares.
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Nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTI) are a family
of drugs used in the treatment of the Human Immunodeficiency
Virus (HIV) infection. This antiretroviral group is a constant in all
therapeutic options in combination with drugs from other
antiretroviral families. The administration of these compounds,
especially abacavir (ABC) and didanosine (ddI), has been linked
with cardiovascular side effects, though the mechanism implicated

remains unclear.

Using in vitro and in vivo models, we evaluated the effects of
clinically relevant concentrations of these antiretroviral drugs on
leukocyte-endothelium interactions, which are the first phase in
the onset of cardiovascular diseases with an inflammatory
component, such as myocardial infarction, atherosclerosis and

thrombosis.

ABC (the most employed drug of this family and a purine
analogue), induced leukocyte-endothelium (venular and arteriolar)
interactions in vitro and in vivo, and enhanced the expression of
the leukocyte adhesion molecule Mac-1 (CD11b/CD18) on
neutrophils and monocytes from both human and rat blood.
Although ICAM-1 expression was not modified by ABC, the
leukocyte accumulation it induced was mediated by Mac-1/
ICAM-1 interaction; this was evident in the fact that blocking
antibodies against these adhesion molecules prevented the
different leukocyte parameters. Further studies in which each
cellular type (endothelium or leukocyte) was treated individually
revealed that the endothelium also played a key role in this
response. Moreover, at the endothelial level, ABC was found to

promote reactive oxygen species (ROS) production, as well as
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traslocation of NF-kB to the nucleus and cytosolic degradation of

its inhibitor IkB-a.

Our studies have highlighted a structure-activity relationship
in the way the different antiretroviral drugs work: didanosine (ddlI,
purine analogue) reproduced the toxic effects of ABC, while the
pyrimidine analogues lamivudine (3TC), zidovudine (ZDV) and
emtricitabine (FTC) or the nucleotide analogue tenofovir (TDF) did
not produce significant changes in either of the parameters
evaluated. This suggests that ABC and ddl exert an effect on the
purine signalling pathway, and that the ATP molecule is
implicated in these effects. In this way, ABC increases
intracellular levels of ATP and undermines the expression of CD73
(an enzyme responsible for the degradation of ATP) on the
endothelium and on leukocytes. Furthermore, it has been
observed that the role of ATP in the leukocyte recruitment induced

by this NRTI takes place through its P2X7 receptors.

Finally, the therapeutic combination of ABC/3TC produced
the same proinflammatory effect than ABC. However, the

alternative combination of FTC/TDF did not promote this action.

In conclusion, the present study highlights the
proinflammatory mechanism by which the purine analogues NRTI,
and specifically ABC, induce leukocyte accumulation which
precedes the development of cardiovascular diseases. It also
highlights the relevance of the chemical structure of these drugs
in the genesis of this toxic effect and supports a clinical

association between these drugs and cardiovascular pathologies.
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1. INFECCION POR VIH, SIDA Y TERAPIA ANTIRRETROVIRAL:

1.1 GENERALIDADES DE LA INFECCION:

Los primeros casos de infeccion por el Virus de Ila
Inmunodeficiencia Humana (VIH) se comunicaron a principios de
la década de 1980 cuando se diagnosticaron los primeros
enfermos de la naciente pandemia, conocida actualmente como

Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) 1.

Este virus pertenece a la familia de los retrovirus,
concretamente a la subfamilia lentivirus. Se conoce la existencia
de dos tipos, VIH-1 y VIH-2, identificados ambos como agentes
causales del SIDA. Aunque poseen la misma organizacion
genética, difieren en las glucoproteinas de su envoltura. El VIH-1
es el mas virulento e infeccioso siendo el causante de la mayoria
de las infecciones en el mundo mientras que el VIH-2 es menos
transmisible y patogénico, por ello se encuentra confinado casi

exclusivamente a los paises de Africa occidental 2 3.

La infeccion por VIH se asocia a una intensa replicacion viral
en el organismo humano que tiene lugar principalmente en
linfocitos T CD4+ pero también puede ocurrir, aunque en menor
medida, en monocitos/macrofagos, células dendriticas, células de
Langerhans y células de la microglia del cerebro. Los mecanismos
inmunologicos de la persona infectada permiten neutralizar los
nuevos viriones y regenerar las células inmunes que se destruyen
aceleradamente, lograndose un equilibrio entre la cantidad de
virus circulante, conocida como carga viral (CV) y el sistema
inmunolégico, medido habitualmente como recuento de linfocitos

T CD4+. De esta manera, la persona infectada se mantiene
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asintomatica; sin embargo, después de un periodo variable de
tiempo se rompe este equilibrio, la CV comienza a aumentar y los
recuentos de linfocitos T CD4+ declinan progresivamente 4-6. Este
deterioro inmunolégico permite la aparicion de diversas
infecciones, clasicas y oportunistas, con lo que llega la etapa de
SIDA 7, que de no mediar tratamiento, en un plazo relativamente

corto de tiempo lleva a la muerte.

Lejos todavia de conseguir una vacuna para el VIH, la
prevencion primaria sigue siendo la forma mas eficiente para
prevenir la epidemia y el tratamiento antirretroviral constituye la
herramienta clave para frenar tanto la magnitud de los sintomas

como el nimero de muertes de los pacientes infectados.

La terapia antirretroviral combinada (cART) suprime, en la
mayoria de los casos, la replicacion viral con lo que la CV se hace
indetectable, se detiene el deterioro del sistema inmunologico y se
recupera cualitativa y cuantitativamente la respuesta inmune 8
permitiendo tanto alargar como mejorar la calidad de vida de estos
pacientes, evitando llegar a la fase de SIDA. Se recomienda el
inicio del tratamiento cuando el recuento de linfocitos T CD4+ se
encuentra por debajo de 350 células/uL o tras la aparicion de
sintomas inequivocos de la enfermedad 9. Desafortunadamente,
con esta cART no se logra erradicar el genoma viral de los tejidos
reservorio por lo que su suspension conlleva a la reaparicion del
virus circulante y a un nuevo deterioro inmunologico y clinico.

Asi, las terapias actuales deben considerarse de por vida.

Segun datos recogidos en el ultimo informe realizado a finales
del 2012 por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el
Programa Conjunto de las Naciones Unidas sobre el VIH/SIDA

(ONUSIDA), existen en la actualidad 34 millones de personas
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viviendo con el VIH, esta tasa es la mas alta registrada desde que
se notificaron los primeros casos de la infeccion. Este ascenso en
el numero de infectados se debe [ademas de a las nuevas
infecciones contraidas cada ano (2.5 millones en 2011) y al
descenso en el numero de muertes asociadas al VIH (1.7 millones
en 2011, un 24 % menos que en 2005)] al incremento en el
numero de personas que tienen acceso a la terapia antirretroviral
(8 millones en 2011, un 63 % mas que en 2009) y por lo tanto a
sus efectos beneficiosos los cuales prolongan la vida del
enfermo 10, En consecuencia, pese a que el namero de personas
infectadas por VIH en todo el mundo continua aumentado, el
acceso generalizado a la cART (especialmente en el primer mundo)
ha supuesto una esperanzadora reduccion en el numero de

muertes.

Sin embargo, la disminuciéon de la mortalidad por causas
definitorias de SIDA ha desvelado un aumento paralelo en
diferentes patologias no directamente asociadas al SIDA. Esta
nueva situacion clinica supone un reto para la medicina e
investigacion cientifica en el ambito del VIH. En la actualidad el
aumento de patologia oncologica 1! 12) la alta proporcion de
enfermedades cardiovasculares (actualmente la tercera causa de
muerte en los pacientes infectados por VIH en EEUU) 13 14 y los
problemas que se derivan de la falta de respuesta tras la
inmunizacion por diferentes vacunas !5 son ya una realidad en el
manejo clinico de este tipo de pacientes. Por lo tanto, los esfuerzos
en investigacion se estan dirigiendo actualmente a reducir las
comorbilidades no asociadas al estadio de SIDA (Eventos no

SIDA).
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1.2 CICLO BIOLOGICO DEL VIH:

Los organos linfoides, concretamente los ganglios linfaticos,

constituyen la principal sede de replicacion del virus.

El ciclo replicativo del VIH consta de una serie de fases

(Figura 1):

40

Fijacion: La fase inicial de la infeccion consiste en el
anclaje de la particula viral a la membrana de la célula
hospedadora. Esta fijacion esta mediada por interacciones
entre las glicoproteinas gp120 y gp41 de la cubierta viral
con receptores celulares CD4, presentes en linfocitos T
(CD4+), macrofagos, etc. Simultaneamente, se requiere la
union a un co-receptor de quimiocinas que en linfocitos es
CXCR4 y en macrofagos es CCRS, siendo sensibles a la
infeccion so6lo aquellas células que expresen estos

receptores.

Fusion: Penetracion del virus y denudacion de su capside,
quedando el ARN viral libre en el citoplasma de la célula

hospedadora.

Transcripcion inversa: La enzima transcriptasa inversa

emplea la cadena de ARN viral como molde y crea una
doble cadena de ADN, la cual es translocada al nucleo de

la célula hospedadora.

Integracion: El ADN viral es insertado en el genoma de la

célula hospedadora gracias a la accion de la enzima
integrasa. El VIH una vez integrado en el genoma de la
célula hospedadora puede replicarse masivamente

(viremias altas) tal y como ocurre en la primoinfeccion y en
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los estadios finales, hacerlo de forma controlada (viremias
bajas persistentes) o permanecer latente (presencia del

virus sin replicacion, provirus).

Transcripcion: Cuando existe replicacion, el ADN viral es

transcrito a ARN viral, que a través de los poros nucleares

emigra hacia el citoplasma de la célula hospedadora.

Traduccion: Una vez en el citoplasma, se produce la

traduccion del ARNm a poliproteinas virales, las cuales

todavia no son funcionales.

Maduracion y ensamblaje: Por accion de las proteasas,
estas poliproteinas son cortadas formando las proteinas
constitutivas del virus, las cuales se ensamblan con ARN
virales para formar los componentes de la estructura del

virion.

Liberacion: Por ultimo, se produce la liberacion de los

nuevos viriones al exterior celular para poder infectar

nuevas células.
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Figura 1. Esquema representativo del ciclo bioldgico del VIH. La figura
muestra las distintas etapas del ciclo replicativo del virus: Fijaciéon, fusidn,
transcripciéon inversa, integracién, transcripcién, traducciéon, maduracidn,
ensamblaje y liberacion de los nuevos viriones.

1.3 FARMACOS ANTIRRETROVIRALES:

A finales de la década de los anos 80 surgen los primeros
farmacos antirretrovirales. Este descubrimiento supuso un gran
avance y sobre todo una dosis de esperanza para aquellos
enfermos que hasta la fecha uUnicamente contaban con
medicamentos eficaces para paliar parcialmente el deterioro

sintomatologico causado por la infeccion.

Estos farmacos pioneros en la terapéutica del VIH se
administraban en monoterapia o en biterapia demostrando tener
una escasa eficacia ya que apenas reducian la replicacion viral y
por lo tanto, no mejoraban notablemente ni el estado de la

infeccion, ni la sintomatologia clinica asociada.
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Fue a partir del ano 1996 cuando empezo la nueva era
antirretroviral denominada cART, la cual se basa en la
administracion combinada de varios farmacos antirretrovirales,
permitiendo, con su empleo continuado, reducir la CV y recuperar
progresivamente el numero de células CD4+, restaurando con el

transcurso del tiempo el sistema inmune del paciente 16 17,

Los farmacos antirretrovirales empleados en la cART inhiben
diferentes fases del ciclo replicativo del VIH, distinguiéndose asi

seis grupos farmacologicos 18 19 (Figura 2):

e Inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de

nucleos(t)ido (ITIAN).

e Inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de

nucleésido (ITINAN).
e Inhibidores de la proteasa (IP).
e Inhibidores de la fusion (IF).

e Inhibidores del co-receptor CCRS (ICCRS).

e Inhibidores de la integrasa (II).
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Figura 2. Mecanismos por los que actian los grupos de farmacos
antirretrovirales. La figura muestra las diferentes familias de farmacos
empleados en la terapéutica del SIDA, asi como las fases del ciclo replicativo del
VIH donde actiia cada grupo de farmacos.

1.3.1 Inhibidores de la__transcriptasa _inversa _analogos de

nucleés(t)ido (ITIAN):

El grupo de los ITIAN fue la primera familia de farmacos
antirretrovirales que se desarrollo. En concreto la zidovudina
(ZDV) fue la pionera de todos ellos, siendo aprobada por la “Food
and Drug Administration” (FDA) para el tratamiento del SIDA en
1987 20,

Este grupo de farmacos actua inhibiendo la enzima
transcriptasa inversa, evitando con ello la transformacion del ARN
viral en ADN viral y por tanto, su integracion en el genoma de la
célula hospedadora y el consecuente inicio de la replicacion

(Figura 2). Se trata de wuna inhibicion competitiva con los
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nucledsidos/nucleodtidos fisiologicos, de los cuales difieren en
pequenos cambios estructurales (fundamentalmente en la
carencia o modificacion del extremo 3~ OH de la molécula de
ribosa), impidiendo la formacion del enlace 3°-5" fosfodiéster entre
la cadena de ADN en elongacion y el nucledsido 5° trifosfato
entrante. Por tanto y en lineas generales, los ITIAN se incorporan
a la cadena del DNA viral actuando como “falsos” nucléosidos,
impidiendo la elongacion de la misma y como consecuencia la

replicacion viral 2122,

Los ITIAN se dividen, en funcién de su estructura quimica, en
dos grupos (Figura 3): analogos de bases puricas y analogos de
bases pirimidinicas. En el primer grupo se encuentran didanosina
(ddI, analogo de adenosina) y abacavir (ABC, analogo de
guanosina). Dentro del segundo grupo tenemos zidovudina (ZDV) y
estavudina (d4T) que son analogos de timidina y lamivudina (3TC),
emtricitabina (FTC) y zalcitabina (ddC) que son analogos de
citidina. Todos ellos requieren tres fosforilaciones intracelulares
para pasar a estado activo. Sin embargo existe un caso especial, el
del tenofovir (TDF). Este farmaco es un analogo de adenina, pero
se trata de un nucledtido por lo que sélo requiere de dos

fosforilaciones para activarse 23.

En la actualidad solo siete de estos ocho ITIAN se encuentran
disponibles comercialmente, ya que ddC fue retirado del mercado

por su toxicidad y su compleja posologia 22.

45



IILINTRODUCCION

HO

(0]
/Nf\m NS
g B

A

NH,
....”H
HO. A
i
ddl ABC
Bases puricas
NH, o}
N =N NH
7
HO <Nf; E{/)\Nf’b
0 N HO N~ N
$O?
OH OH OHOH
ADENOSINA GUANOSINA

O

o]

NH Ha

Jo.

NH,

=
N
o N 0 Hire,
— ST&
r

(6]
OH
daT C

e CLoL O

Bases pirimidinicas
o] NHz
=
NH N
\ﬁ B 8
HO N/&O o N ©
(@]

OH OH OH
TIMIDINA CITIDINA

NH,
N S
N
o S
v 0 N N
HC'EP\/O
H,yC
TDF
Analogos
de
purinas
NH; NH,
SN =N

Analogos
de

pirimidinas

Figura 3. Farmacos ITIAN. La figura muestra las estructuras quimicas de los
distintos ITIAN aprobados para el tratamiento del VIH, asi como las moléculas de
los nucledsidos de bases puricas y pirimidinicas de las cuales son analogos.

Didanosina (ddl), abacavir (ABC), tenofovir (TDF), zidovudina (ZDV), estavudina
(d4T), lamivudina (3TC), emtricitabina (FTC) y zalcitabina (ddC).
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1.3.2 Inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de
nucledsido (ITINAN):

Este grupo de farmacos, al igual que el de los ITIAN, se
caracteriza por inhibir la enzima transcriptasa inversa del VIH
(Figura 2), pero en este caso lo hace por un mecanismo no
competitivo. Desde el punto de vista de su estructura quimica

constituyen un grupo de farmacos muy heterogéneo (Figura 4).

Se caracterizan por ser especificos del VIH-1 y por ser
directamente activos (no necesitan ser modificados
intracelularmente para ejercer su acciéon), es decir, se unen
directamente a la enzima transcriptasa inversa bloqueandola.
Concretamente se unen de manera directa y reversible al centro
catalitico de la enzima o a un bolsillo hidrofébico préoximo a este.
Esta union desencadena un cambio conformacional en la
transcriptasa inversa, interrumpiendo su actividad DNA

polimerasa y por lo tanto, inhibiendo la replicacion viral 22 24,

Actualmente existen comercializados cinco ITINAN (Figura
4): nevirapina (NVP), delavirdina (DLV), efavirenz (EFV), etravirina

(ETR) y rilpivirina (RPV).
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Figura 4. Farmacos ITINAN. La figura muestra las estructuras quimicas de los
distintos ITINAN aprobados para el tratamiento del VIH. Nevirapina (NVP),
delavirdina (DLV), efavirenz (EFV), etravirina (ETR) y rilpivirina (RPV).
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1.3.3 Inhibidores de la proteasa (IP):

Los IP actian inhibiendo la proteasa del VIH, por lo que
impiden la maduracion y ensamblaje de las proteinas virales,
conllevando a la interrupcion del ciclo replicativo del virus 25 26

(Figura 2).

Son directamente activos, es decir, no necesitan ser
modificados intracelularmente para ejercer su accion 22
Estructuralmente son similares a los péptidos virales (sustrato de
la proteasa) y poseen una gran avidez por el centro activo de la
enzima, por lo que tras su union a €l, inactivan la enzima y cesa

asi su capacidad para crear nuevas proteinas virales funcionales.

Existen diez IP aprobados para el tratamiento de la infeccion
por VIH (Figura 5): indinavir (IDV), saquinavir (SQV), ritonavir
(RTV), nelfinavir (NFV), lopinavir (LPV), amprenavir (APV),
atazanavir (ATV), fosamprenavir (fAPV), tripanavir (TPV) y
darunavir (DRV).
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Figura 5. Farmacos IP. La figura muestra las estructuras quimicas de los distintos
IP aprobados para el tratamiento del VIH. Indinavir (IDV), saquinavir (SQV),
ritonavir (RTV), nelfinavir (NFV), lopinavir (LPV), amprenavir (APV), atazanavir
(ATV), fosamprenavir (fAPV), tripanavir (TPV) y darunavir (DRV).
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1.3.4 Inhibidores de la fusion (IF):

Esta familia de farmacos se une a la glicoproteina gp41
presente en la cubierta del virus, inhibiendo la fusion de la
envoltura del VIH con la membrana de la célula hospedadora y
evitando finalmente la entrada del contenido viral al interior

celular 27 (Figura 2).

Actualmente Unicamente se encuentra disponible
comercialmente un farmaco de esta familia, la enfuvirtida (ENF o
T-20) (Figura 6). Se administra por via subcutanea y presenta una
baja barrera genética por lo que si no se acompana de otros
antirretrovirales aparecen rapidamente mutaciones de resistencia,
perdiendo su eficacia. Estos dos factores hacen que hoy en dia el

uso de este farmaco en la practica clinica sea muy limitado 22.

1.3.5 Inhibidores del co-receptor CCR5 (ICCR5):

Unicamente disponemos de un representante de este grupo,
el Maraviroc (MRC) (Figura 6). Actua impidiendo la entrada del
virus a la célula inhibiendo los co-receptores CCRS presentes en
determinadas células hospedadoras, principalmente macrofagos
(Figura 2). Por ello, solo esta indicado en el tratamiento de la
infeccion por VIH-1 con tropismo CCRS y siempre en combinacion

con otros farmacos antirretrovirales 2228,

1.3.6 Inhibidores de la integrasa (II):

Raltegravir (RAL) (Figura 6) es el unico inhibidor de la
integrasa disponible comercialmente en la actualidad. Actua
bloqueando la enzima integrasa, impidiendo la integracion del

genoma viral en el DNA de la célula hospedadora 29 (Figura 2).
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Figura 6. Farmacos IF, ICCRS5 e II. La figura muestra las estructuras quimicas los
distintos IF, ICCR5 e II aprobados actualmente para el tratamiento del VIH.
Enfuvirtida (ENF), maraviroc (MRC) y raltegravir (RAL).

1.4 TERAPEUTICA RECOMENDADA EN LA ACTUALIDAD:

Como hemos comentado anteriormente, los tratamientos con
un solo farmaco e incluso con dos estan contraindicados por su
escasa eficacia y rapida aparicion de resistencias siendo la
administracion combinada de al menos tres farmacos la que ha
demostrado mayor eficacia, conociéndose como cART. La terapia
estandar consiste en la administracion de tres farmacos: dos

ITIAN con un IP, dos ITIAN con un ITINAN o dos ITIAN con un

I 30-32,

Las combinaciones terapéuticas recomendadas en la

actualidad se indican en la Tabla 1.
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Tabla 1. cART recomendada en la actualidad.

w ALTERNATIVA
COMBINACIONES

FTC/TDF + EFV FTC/TDF + NVP

2 ITIAN + 1 ITINAN
ABC/3TC + EFV ABC/3TC + NVP
FTC/TDF + DRV ABC/3TC + DRV
2ITIAN +1 1P FTC/TDF + ATV FTC/TDF + LPV
ABC/3TC + ATV ABC/3TC + LPV
2ITIAN + 111 FTC/TDF + RAL ABC/3TC + RAL

Combinaciones de farmacos antirretrovirales empleados actualmente en pacientes
que inician el tratamiento anti-VIH. Estas recomendaciones son una adaptacion de
las diferentes Guias de Tratamiento Antirretroviral como “Journal of American
Medical Association” (JAMA) 2012 32 y la actualizaciéon del Grupo de Estudio de
SIDA (GESIDA) 2013 31, Emtricitabina (FTC), tenofovir (TDF), efavirenz (EFV),
abacavir (ABC), lamivudina (3TC), darunavir (DRV), atazanavir (ATV), raltegravir
(RAL), nevirapina (NVP), lopinavir (LPV).

Actualmente, la administracion de la terapia antirretroviral al
paciente VIH debe ser considerada de por vida ya que no consigue

erradicar el genoma viral de los tejidos reservorio.

El desarrollo de toda la farmacologia anti-VIH se ha producido
a gran velocidad debido a la gravedad de la infeccion, apenas 30
anos han bastado para crear el arsenal terapéutico antirretroviral
del que disponemos en la actualidad. La rapida introduccion de
estos farmacos en la practica clinica, junto a otros factores como
el hecho de tratarse de una terapia cronica, la reduccion de la
tasa de mortalidad de los pacientes infectados y el transcurso del

tiempo de utilizacion de estos farmacos han sido determinantes en
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la observacion y notificacion de numerosos efectos adversos

asociados a la terapia antirretroviral.

Por tanto, los objetivos de la investigacion farmacologica se
estan dirigiendo hoy en dia a dilucidar los mecanismos
toxicologicos de esta terapia, a intentar minimizar las
comorbilidades asociadas a su administracion, asi como a buscar
las combinaciones farmacologicas mas inocuas para el paciente

VIH.

1.5 EFECTOS ADVERSOS DE LA TERAPIA ANTIRRETROVIRAL:

En lineas generales, tras una exposicion aguda a esta terapia,
los pacientes manifiestan de forma transitoria alteraciones
cutaneas y ungueales (exantemas, erupciones, eccemas, alopecia,
onicodistrofia, etc.), trastornos gastrointestinales (nauseas,
vomitos, diarrea, etc.), asi como efectos adversos
neuropsiquiatricos (alteraciones del sueno, mareo, dificultad de
concentracion, confusion, cefalea, irritabilidad, nerviosismo,

etc.) 3133,

A largo plazo, la terapia antirretroviral puede ocasionar
alteraciones metabdlicas (dislipemia, resistencia a la insulina,
diabetes mellitus, etc.), anomalias en la distribucion de la grasa
corporal, nefrotoxicidad y osteopenia 31' 33, Esta toxicidad cronica
suele asociarse a procesos fisiologicos y/o comorbilidades
relacionados con el envejecimiento. Algunas de estas reacciones
adversas son especificas de cada farmaco particular y otras

generales para cada familia de antirretrovirales.
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1.5.1 Toxicidad asociada a los farmacos ITIAN:

Entre los efectos adversos que manifiestan mas
frecuentemente los pacientes tratados con este grupo de farmacos
destacan los siguientes: neuropatia periférica, miopatia, acidosis
lactica, dislipemia, lipodistrofia, pancreatitis y

hepatotoxicidad 31+ 34-36,

Las toxicidades especificas descritas de cada farmaco ITIAN se

detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Toxicidad de los farmacos ITIAN.

Efectos
Adversos [ ddi | ABC | TDF | FTC | 3TC | ZDV | d4T_
v v v v v v

Acidosis lactica

Dislipemia v v v v v
Hepatotoxicidad v v v
Hipersensibilidad v

Hiperuricemia v

Lipodistrofia v v v v
Miopatia v v
Nefrotoxicidad v

Neuropatia periférica v v v
Pancreatitis v v v
Pérdida de masa dsea v

Riesgo Cardiovascular v

Principales efectos adversos descritos para los farmacos pertenecientes al grupo
ITIAN 31 34-36, Didanosina (ddI), abacavir (ABC), tenofovir (FDF), emtricitabina
(FTC), lamivudina (3TC), zidovudina (ZDV) y estavudina (d4T).
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1.5.2 Toxicidad asociada a los farmacos ITINAN:

Los pacientes bajo tratamiento con la familia de farmacos
ITINAN manifiestan diferentes efectos adversos, siendo los mas

frecuentes alteraciones cutaneas y hepatotoxicidad 31-34-37,

En la Tabla 3 se detallan las toxicidades individuales

descritas de cada farmaco ITINAN.

Tabla 3. Toxicidad de los farmacos ITINAN.

Ffectos
Dislipemia v v
Hepatotoxicidad v v
Hipersensibilidad v
Reacciones cutaneas v v v v v
Resistencia a la insulina v
Toxicidad en SNC v

Principales efectos adversos descritos de cada uno de los farmacos pertenecientes
al grupo ITNIAN 31 3437 Nevirapina (NVP), delavirdina (DLV), efavirenz (EFV),
etravirina (ETR) y rilpivirina (RPV).

1.5.3 Toxicidad asociada a los farmacos IP:

Las principales reacciones adversas vinculadas al tratamiento
con farmacos del grupo de los IP son alteraciones del metabolismo
lipidico (dislipemia y lipodistrofia) y glucidico (resistencia a la

insulina o hiperglucemia) 3134 38-42,

La toxicidad especifica descrita de los IP empleados mas

frecuentemente en la terapéutica actual se detalla en la Tabla 4.
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Tabla 4. Toxicidad de los farmacos IP.

ectos | W
Adversos
Dislipemia v v v v v v v v
Hepatotoxicidad v

Hiperbilirrubinemia v v

Lipodistrofia v v v v v v
Nefrotaxicidad v v

Resistencia insulina v v v v v v

Principales efectos adversos de los fArmacos pertenecientes al grupo [P 31 34, 38-42,
Saquinavir (SQV), ritonavir (RTV), indinavir (IDV), nelfinavir (NFV), lopinavir
(LPV), atazanavir (ATV), fosamprenavir (fAPV) y darunavir (DRV).

1.6 TERAPIA ANTIRRETROVIRAL VS. ENFERMEDADES
CARDIOVASCULARES CON COMPONENTE INFLAMATORIO:

Una vez que el aspecto de la supervivencia en pacientes VIH
esta garantizado, los esfuerzos actuales en investigacion se estan
centrando en el estudio de comorbilidades asociadas en estos

pacientes.

En los ultimos anos se viene observando un crecimiento en la
tasa de mortalidad de enfermos VIH debido a enfermedades
cardiovasculares, concretamente un porcentaje superior al 10 %
de las muertes en estos pacientes se debe a estas
patologias 13 43 44 siendo la tercera causa de muerte en estos
enfermos en EEUU !4, Lo que desconocemos y en lo que se esta
poniendo especial énfasis es en dilucidar si este aumento del
riesgo cardiovascular deriva de la propia infeccion VIH, del

aumento de la esperanza de vida de estos pacientes, del
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tratamiento antirretroviral o de una combinacion de todos estos

factores.

Esta descrito que la infeccion por VIH esta asociada a
enfermedades vasculares 45. En este sentido, estudios clinicos
afirman que los pacientes infectados por este virus poseen un
mayor riesgo de padecer enfermedad prematura de arterias
coronarias 46, aumento de la frecuencia de hipertension
pulmonar 47, asi como una mayor tasa de accidentes
cerebrovasculares isquémicos 48. Se ha observado la formacion de
depodsitos de Ca?* arteriales 46, asi como la presencia de
anormalidades en el musculo liso y en el endotelio de vasos
pulmonares inducidas por citoquinas proinflamatorias como
endotelina-1 (ET-1), interleucina (IL)-1a e IL-6 y por el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) en estos pacientes 47.
Ademas esta descrito que la infeccion por VIH produce una
respuesta inflamatoria endotelial. Asi, VIH es capaz de penetrar en
el miocardio y en el cerebro atravesando el endotelio de arterias
coronarias y cerebrales en vacuolas citoplasmaticas empleando
una ruta transcelular (transcitosis) e iniciar posteriormente una
respuesta inflamatoria y reacciones bioquimicas intracelulares
desencadenando finalmente miocardiopatias y alteraciones de la
barrera hematoencefalica respectivamente 49. En este contexto, se
han detectado alteraciones severas de la integridad de la
estructura del endotelio de la aorta conllevando a cambios
fenotipicos/morfologicos, asi como un incremento en la
acumulacion de leucocitos humanos (principalmente monocitos)
en el endotelio aortico de pacientes infectados por virus VIH 50,
También se han descrito niveles superiores de citocinas
proinflamatorias [factor de necrosis tumoral o (TNF-a), IL-1B e

IL-6], de moléculas solubles [factor de von Willebrand (VWF),
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fibronectina, endotelina y activador de plasminogeno] y de
distintas moléculas de adhesion solubles [“Intercellular cell
adhesion molecule-1” (ICAM-1), “Vascular cell adhesion molecule-
17 (VCAM-1), E-selectina y “Endothelial leukocyte adhesion
molecule-1” (ELAM-1)] en pacientes infectados por VIH que en
pacientes control 50-57, Ademas, se detectdo una correlacion entre
los niveles plasmaticos de ICAM-1 y la progresion de la
enfermedad asi como una reduccion en el numero de células

CD4+ 54,

La posibilidad de que existiera una relacion entre terapia
antirretroviral y enfermedades cardiovasculares se puso de
manifiesto en estudios clinicos que correlacionaron incidencia con
periodo de exposicion esta terapia. Asi, la incidencia relativa de
sufrir infarto de miocardio fue de 0.24, 1.34, 1.73, 1.98 y 2.55 en
pacientes tratados con cART durante menos de 1 ano, de 1 a 2
anos, de 2 a 3 anos, de 3 a 4 anos y durante mas de 4 anos
respectivamente 58. Esto se corrobor6 en hombres y en mujeres
jovenes (18-33 anos) infectados por VIH observando una
correlacion entre tratamiento con terapia antirretroviral y
desarrollo de enfermedades coronarias (riesgo relativo (RR) = 2.06,
p < 0.001) %9. Adicionalmente, en un estudio realizado en el ano
2002 se observo que el 75 % de los pacientes VIH bajo cART
presentaba acumulaciones de Ca2* a nivel arterial, el cual es
indicativo de la formacion de la placa aterosclerodtica 46. La terapia
antirretroviral se argumenta como potencial responsable de estas
enfermedades cardiovasculares debido a la combinacion o
potenciacion de las toxicidades descritas individualmente para
cada grupo de farmacos. El hecho de que los pacientes infectados
por VIH reciban varios farmacos simultaneamente dificulta el

esclarecimiento del papel que cada grupo particular de
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antirretrovirales o agentes especificos posee en estos efectos

adversos.

Inicialmente, se habia apuntado a los IP como los farmacos
responsables de la toxicidad cardiovascular ya que producen
lipodistrofia e hiperlipidemia ©° [aumento de los niveles de
triglicéridos (TG), colesterol total (CT) y del ratio CT/”High-density
lipoprotein-cholesterol” (HDL-c)] ¢! y a que causan un incremento
en el riesgo de sufrir infarto de miocardio 43 62. Sin embargo, no se
puede descartar al grupo de los ITIAN ya que estan presentes en
todas las modalidades terapéuticas de la cART y por lo tanto, se
administran en combinacion con el grupo de los IP, de los ITINAN

o incluso con los II.

1.6.1 ITIAN vs. enfermedades cardiovasculares con componente

inflamatorio:

La posible relacion entre ABC (uno de los ITIAN mas
empleados) e infarto de miocardio fue detectada por primera vez
en el ano 2005 63 y desde entonces ha habido mucha controversia
sobre el tema 64. En los ultimos anos varios estudios clinicos han
confirmado esta relacion demostrando que los pacientes tratados
con ITIAN analogos de purina (ABC y en menor medida ddl)
tuvieron un mayor riesgo de sufrir infarto de miocardio 6569. Datos
recogidos en estos ensayos clinicos demuestran que existe un
aumento del riesgo de padecer infarto de miocardio en un 90 % y
en un 49 % en pacientes tratados con ABC y ddI respectivamente
respecto a pacientes tratados con otros ITIAN ©6, y que el RR de
sufrir infarto de miocardio se duplica tras el tratamiento con ABC,
(RR previo ABC = 2.4/1000/ano vs. RR post ABC = 5.7/1000/
ano) 67. Estos datos son corroborados por otros dos estudios de

cohortes observacionales caso-control en los que afirman que
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pacientes tratados con ABC poseen un mayor riesgo de infarto de
miocardio (Odds ratio (OR) ABC = 2.19, 95 % Intervalo de
confianza (IC): 1.19-4.02; p<0.001 6 y OR ABC = 1.79, 95 %
IC: 1.16-2.776; p<0.001) 9. Sin embargo, varios estudios son
contradictorios a estas observaciones. Concretamente dos ensayos
clinicos financiados por 1la casa que comercializa ABC
(GlaxoSmithKline®) y otros dos estudios sin vinculacion a la
farmacéutica describen que no hay relacion alguna entre el uso de
estos farmacos y la aparicion del infarto de miocardio 70-73 (RR
ABC = 2.09/1000/ano vs. RR no ABC = 2.57/1000/afo) 71.
Debido a todos estos estudios, a dia de hoy no se ha clarificado la
posible vinculacion de los farmacos ITIAN y el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares. El descubrimiento del mecanismo
por el cual estos farmacos podrian producir esta toxicidad
cardiovascular tendria gran relevancia tanto en la clarificacion de
este aspecto como en el desarrollo de estrategias que permitieran

controlar dichos procesos.

La razon por la que este grupo de antirretrovirales
producirian estos efectos adversos no esta clara ya que no
producen cambios en los factores de riesgo metabdlico 65 66, Sin
embargo, si se ha observado que pacientes tratados con ABC
presentan un incremento en los niveles de marcadores
inflamatorios como proteina C reactiva (CRP, 27 %, P = 0.02) e
IL-6 (16 %, p = 0.02) con respecto a pacientes tratados con otros
ITIAN 66, Por otro lado, el hecho de que este efecto se observe tras
una exposicion aguda (< 1 ano de tratamiento) y de que sea
revertido cuando se dejan de administrar estos farmacos, apunta
hacia un mecanismo de accion rapido de inflamacion
vascular 65, 66, 74, En este sentido, ABC produce disminucion en la

expresion de la enzima o6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS) y
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aumento de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO)
en células endoteliales pulmonares humanas 75; situaciones
ambas que pueden dar lugar a disfuncion vascular y acumulacion
leucocitaria debido a que el oxido nitrico (NO) producido por la
eNOS regula la vasodilatacion endogena, el diametro de los vasos
y mantiene un ambiente anti-proliferativo y anti-tromboético en la
pared vascular 75, y el aumento de ERO inicia y amplifica la
respuesta inflamatoria a través del reclutamiento de leucocitos y
del aumento de la expresion de P-selectina y de integrinas B2, asi
como del aumento de la liberacion del factor activador de

plaquetas (PAF) 76: 77,

La acumulacion leucocitaria a la cual conducirian la
conjuncion de todos los factores anteriormente citados es
considerada el primer paso para el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares con componente inflamatorio tales como infarto

de miocardio, trombosis o aterosclerosis 74 78,

2. PROCESO INFLAMATORIO: ACUMULACION LEUCOCITARIA:

2.1 GENERALIDADES DEL PROCESO INFLAMATORIO:

El endotelio vascular es una monocapa continua de células
que recubre la superficie luminal de los vasos sanguineos y que
separa la sangre del tejido subendotelial. Se trata de un o6rgano
altamente especializado y metabodlicamente muy activo que
interacciona con otras células y factores humorales regulando no
solo el mantenimiento del tono y la permeabilidad vascular sino
también el trafico leucocitario, la agregacion plaquetaria, la

coagulacion, la fibrindlisis y la angiogénesis.
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La célula endotelial, por su ubicacion entre la sangre y los
tejidos, juega un papel crucial en la respuesta inflamatoria.
Cuando el endotelio es danado, se genera una respuesta
inflamatoria localizada, debido a que controla el ingreso de
mediadores y de células inflamatorias a los focos de la
inflamacion. Estas funciones son reguladas por cambios en las

propiedades adhesivas de las células.

El proceso inflamatorio asociado a diversas patologias tales
como aterosclerosis, infarto de miocardio o procesos de isquemia-
reperfusion se caracteriza por una acumulacion excesiva de
células leucocitarias en el endotelio vascular 13, 74, 78, 79, En este
sentido, uno de los primeros estadios del proceso inflamatorio lo
constituye la interaccion, de manera concertada, entre las
moléculas de adhesion presentes en el endotelio vascular y sus
correspondientes ligandos existentes en la célula leucocitaria
implicada. Esta interaccion es inducida por diferentes estimulos y
da lugar a la extravasacion de leucocitos desde el torrente

circulatorio hasta el foco inflamado 78, 80, 81,
2.2 INTERACCION LEUCOCITO-ENDOTELIO:

La interaccion de los leucocitos con las células endoteliales
estda mediada por una cascada secuencial de reacciones

reversibles y transitorias entre estos dos tipos celulares.

La secuencia de las fases principales por las que los

leucocitos interaccionan con el endotelio es la siguiente (Figura 7).
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RODAMIENTO

ADHESION MIGRACION

ESTIMULO
EXTRAVASCULAR

Figura 7. Fases de la interaccion leucocito-endotelio. La figura muestra las
fases de rodamiento, adhesién y migracién leucocitarias.

¢ Rodamiento o “Rolling” leucocitario: Inicialmente, los

leucocitos producen una deceleracion en su transito
(Figura 7). Este proceso es iniciado por mediadores
generados en respuesta a un dano previo, los cuales
producen una rapida activacion de leucocitos y/o de
células endoteliales con el resultado del aumento de la
expresion de moléculas de adhesion de la familia de las
selectinas  (P-selectina, E-selectina y L-selectina)

responsables principales de este proceso.

P-selectina y E-selectina en el endotelio interaccionan
con ligandos presentes en los leucocitos [“P-selectin
glycoprotein ligand-1” (PSGL-1), CD44, “E-selectin
ligand-1” (ESL-1) y otros ligandos glicosilados] y

L-selectina en los leucocitos interacciona con ligandos que
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64

se encuentran en las células endoteliales activadas
(PSGL-1, mucinas y otros ligandos glicosilados). Estas
moléculas de adhesion actuan secuencialmente iniciando
los enlaces que conducen a un enlentecimiento de la
velocidad de los leucocitos y a un incremento de su

contacto con el endotelio 81-83,

También se han implicado en el rodamiento
leucocitario a las integrinas o4; en concreto se ha
demostrado que o4f:1 [“Very late antigen-4” (VLA-4]) y a4f7
median el rodamiento de eosinofilos y de linfocitos
respectivamente 8% 85 y que ambas son importantes en

procesos inflamatorios cronicos.

Revisiones realizadas en los ultimos anos senalan la
participacion de las integrinas [2 en esta fase, en
particular se ha descrito que “lymphocyte-function-
associated-1” (LFA-1) y “Macrophage 1 antigen” (Mac-1)
poseen un papel fundamental en el rodamiento lento de

los leucocitos 81, 83,

Adhesion: Si el estimulo persiste, los leucocitos en fase de
rodamiento se activan y se adhieren firmemente al

endotelio (Figura 7).

Este proceso esta mediado por la uniéon entre las
integrinas  leucocitarias 'y las  inmunoglobulinas
endoteliales 83, 86 y para que esta fase tenga lugar las

integrinas deben estar activadas.

Las integrinas leucocitarias pueden existir en tres
estados conformacionales que condicionan su afinidad por

diferentes ligandos 8!, 83 (Figura §).
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- Baja afinidad: Constitutivamente las integrinas

poseen una conformacion curvada o doblada “bent” y
con el casco “headpiece” cerrado. En células
circulantes inactivadas, las integrinas tienen baja
afinidad y no median la adhesion aunque su ligando

esté expresado en el endotelio.

- Media afinidad: Tras una activacion por selectinas o

por diferentes factores quimiotacticos, las integrinas
pasan a una conformacion extendida pero siguen

teniendo el casco cerrado.

- Alta afinidad: Si el estimulo anteriormente iniciado

persiste y amplifica, las integrinas mantienen su
conformacion extendida y adicionalmente se produce
la apertura del casco y su afinidad por sus ligandos

aumenta.

BAJA MEDIA ALTA
AFINIDAD AFINIDAD AFINIDAD

Figura 8. Estados conformacionales de las integrinas leucocitarias.
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A nivel endotelial, las inmunoglobulinas ICAM-1,
ICAM-2 y VCAM-1 se expresan constitutivamente, pero a
su vez este endotelio puede ser activado e incrementar la

expresion de ICAM-1 y de VCAM-1.

Una vez activadas, se produce la unién entre las
integrinas leucocitarias en estado de alta afinidad con las
inmunoglobulinas expresadas en el endotelio vascular
dando lugar a una adhesion célula-célula proxima y

estable 82,

En este proceso participan las integrinas a4 (VLA-4 y
o4fB7) que interaccionan con VCAM-1 principalmente y las
integrinas B2 (CD11/CD18), Mac-1 y LFA-1
fundamentalmente, las cuales interaccionan

mayoritariamente con ICAM-1 83.

Tras esta union, las integrinas generan senales
intracelulares que regulan  diferentes  funciones
endoteliales como son la motilidad celular, la proliferacion
y la apoptosis. Debido a la gran cantidad de senales
intracelulares, se genera un signalosoma que induce un
reclutamiento eficiente de proteinas tirosin quinasas, las
cuales inician un gran repertorio de rutas de senalizacion
que conllevan a wuna fase de post-adhesion y
estabilizacion, que se conoce actualmente como

fortalecimiento de la adhesion 83.

Migracion: Aunque este Ultimo paso se produce a través
de las uniones existentes entre las células endoteliales y a

través de la membrana basal perivascular, supone una
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minima alteracion de la estructura de la pared

vascular 83 87 (Figura 7).

El proceso de transicion de adhesion firme a
extravasacion también requiere que se produzca una
activacion leucocitaria. Las integrinas actian como
moléculas que emiten una senal que hace que los
leucocitos, especialmente monocitos y neutréfilos, se
aplanen y se movilicen por los vasos sanguineos,
buscando los lugares idoneos para migrar a través de las
células endoteliales al foco inflamatorio. Este proceso se

conoce como rastreo intravascular 83, 88,

Entre las moléculas de adhesion implicadas en la
extravasacion leucocitaria tiene importancia el complejo
formado por las integrinas P2/ICAM-1 y en especial

Mac-1/ICAM-1 83,8992,

Otra molécula relevante es "Platelet-endothelial cell
adhesion molecule-1" [PECAM-1 (CD31)] cuyos niveles
elevados en las uniones entre células hacen que esté en
una posicion ideal para participar en el proceso de
extravasacion leucocitaria. Ademas, también actiia como
receptor capaz de producir la activacion de integrinas
leucocitarias. Los leucocitos activados, una vez han
migrado a través de la barrera endotelial, deben atravesar
la matriz extracelular y dirigirse hacia el lugar de la

infeccion o inflamacion extravascular 8083,

Los leucocitos expresan en bajos niveles las integrinas
o2fB1, asPi, a4Pi, asPi, aeP1, ovPs y €stas se unen a un gran

numero de proteinas de la matriz extracelular como
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lamilina, fibronectina, y vitronectina. Los mecanismos
moleculares que median el paso de leucocitos a través de
las uniones entre células endoteliales activarian las rutas
que regulan su paso a través de la membrana basal. Estos
mecanismos incluirian la activacion y el aumento de la
expresion de los receptores leucocitarios para las proteinas

de la matriz extracelular 82 83,
2.3 PAPEL DEL ATP EN EL PROCESO INFLAMATORIO:

El ATP asi como otros nucledtidos y nucleosidos estan
presentes de forma natural en todos los o6rganos y sistemas
animales donde ejercen sus efectos. A nivel intracelular, el ATP es
utilizado principalmente para regular los procesos que requieren
energia como el transporte activo, biosintesis y motilidad celular,
mientras que a nivel extracelular se considera una molécula

fundamental en la senalizacion celular 93:94,

2.3.1 Liberacion extracelular de nucleétidos bajo condiciones
fisiolégicas/patologicas:

Existen varios tejidos de excitacion o de secrecion que liberan
diferentes nucleotidos en condiciones basales. Asi, ATP, ADP y
otros neurotransmisores se almacenan en vesiculas o granulos
especializados de células de las terminaciones nerviosas, células
cromafines, células pancreaticas acinares y plaquetas circulantes.
La liberacion de los nucleotidos almacenados en los granulos de
estas células se realiza de una manera Ca2?* dependiente a través

de una exocitosis regulada 93 95-97,

Por otra parte, la liberacion de nucleotidos también se

produce a partir de tejidos no excitatorios como células epiteliales
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y endoteliales, astrocitos, fibroblastos, hepatocitos, células 6seas y
articulares, queratinocitos, cardiomiocitos, eritrocitos, neutrofilos,
monocitos/macrofagos y otras células hematopoyéticas 9394 98-101,
Estas células han demostrado que liberan ATP de forma
transitoria bajo estimulos mecanicos, “shear stress”, hipoxia,
estiramiento, presion hidrostatica, asi como en respuesta a
bradicinina, serotonina y a otros agonistas farmacolégicos de la

movilizacion de Ca2+ 93,

Pérdidas masivas de nucleétidos pueden ocurrir en la lisis
celular, sin embargo, este mecanismo no especifico esta
restringido a lesion de organos, shock traumatico o a ciertas

condiciones inflamatorias 93 94,

En condiciones basales, las células liberan bajas
concentraciones (109 M) de ATP mientras que en la escena de
inflamacién, de shock traumatico o de isquemia, los niveles
extracelulares de nucleotidos aumentan drasticamente
(10-5-10-4 M) 93 94, Por lo que mecanismos distintivos marcan la
diferencia entre la liberacion de nucleédtidos constitutiva versus la

liberacion estimulada.

2.3.2 Senalizacion purinérgica:

El concepto de senalizacion purinérgica se propuso hace
cuatro décadas 93 95, Desde ese momento, se han establecido
claros papeles de senalizacion del ATP y  otros
nucleotidos/nucleosidos (ADP, UTP, UDP) en varios tejidos,
incluyendo la neurotransmision del sistema nervioso central, la
contractilidad no-adrenérgica no-colinérgica del musculo liso,
efectos inotropicos, cronotropicos y arritmogénicos en el

miocardio, la funcion gastrointestinal y hepatica, la regulacion de
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la respuesta de las células epiteliales, la distribucion del flujo
sanguineo y del aporte de oxigeno, la respuesta inmune y el
control del trafico de leucocitos entre la sangre y los tejidos asi
como en la activacion y agregacion plaquetaria en los sitios de
dano vascular. Ademas de los eventos de senalizacion aguda, hay
una evidencia creciente de que las purinas y pirimidinas también
poseen potentes funciones a largo plazo ya que intervienen en el
crecimiento y la proliferacion celular, en la induccion de la
apoptosis, en la cicatrizacion de heridas, en la formacion y
resorcion o6sea asi como en la formacion de la placa

aterosclerotica 93-95 102,

Todos estos efectos son mediados a través de una serie de
receptores selectivos de nucleotidos, los cuales se subdividen en
dos familias: P2X y P2Y. Los receptores P2X comprenden siete
subtipos de receptores (P2X1-P2X7), siendo todos ellos son canales
activados por ligando. La union del ATP a estos receptores induce
un cambio conformacional del canal, su apertura y la entrada de
cationes al interior celular. Estos cationes (Ca2*, Na* y Mg2*
principalmente) producen una despolarizacion que conlleva al
inicio de la senalizacion purinérgica. Sin embargo, los receptores
P2Y son receptores acoplados a proteinas G. La union del ATP a
este tipo de receptores induce su cambio conformacional y la
activacion de proteinas G que inician la ruta de senalizacion de las
purinas. Los receptores P2Y a su vez se dividen en dos
subfamilias, acoplados a Gq y por tanto activan la enzima
fosfolipasa C-B (P2Y:1, P2Y2, P2Y4, P2Ys y P2Y:11) y acoplados a
proteinas Gi que inhiben la enzima adenilato ciclasa y regulan

canales ionicos (P2Y11, P2Y12, P2Y13 y P2Y14) 93.
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Numerosos estudios senalan a los receptores P2X7 como los
principales responsables de promover el proceso inflamatorio.
Concretamente la union ATP-P2X7 induce una activacion del
NALP3 inflamasoma que activa a la enzima caspasa-1 que
finalmente promueve la maduracion de la citoquina
proinflamatoria IL-1f 103-105, Estos receptores también favorecen la
liberacion de ERO y la transcripcion del factor nuclear kappa B
(NF-xkB) al nucleo 94 103 105 asi como la produccion de otras
citoquinas proinflamatorias como IL-la, IL-18, IL-6, IL-8,
“Monocyte chemotactic protein-1” (MCP-1) y TNF-q 94 103-106 ]g
expresion de las moléculas de adhesion endoteliales VCAM-1,
ICAM-1 y E-selectina 94 106 y leucocitarias como Mac-1 94. Todos
estos factores promueven en ultima instancia el reclutamiento de

leucocitos 103 (Figura 9).

Receptores
P2X,

[
= Cltoqumas
NALP3 TG 1 NF-xB T vcam-1 T Mac.1
lnflamasoma .L IkB-a Pronqﬂamatonas T ICAM-1
|
L-1 IL-6 II.-8 MCP- ||.-1p ||.-1a

IL-18

INTERACCION LEUCOCITO-ENDOTELIO

Figura 9. Efectos proinflamatorios derivados de la uniéon del ATP a su
receptor P2X7.
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Entre los receptores del grupo P2Y, se ha apuntado a los
subtipos P2Y>2, P2Ys y P2Y:i1 como promotores del proceso
inflamatorio. Asi, estos receptores activan el NALP3 inflamasoma
103 incrementan la expresion de las moléculas de adhesion
VCAM-1 e ICAM-1 9% 106 Ja liberacion de las citoquinas
proinflamatorias IL-6, IL-8 y MCP-1 106 y el reclutamiento y

migracion leucocitario 94 100,

2.3.3 Ruta de degradacién/formacién del ATP:

Posteriormente a la transduccion de senales, los nucleotidos
extracelulares deben ser rapidamente inactivados a adenosina a
través de la ruta de degradacion del ATP. Los hallazgos actuales
apoyan la presencia de una extensa red de ecto-enzimas que son
co-expresadas en un grado variable en los tejidos de mamiferos y
comparten similitudes en la especificidad de sustrato. La duracion
y magnitud de la senalizacion purinérgica puede estar coordinada
a través de dos rutas opuestas: la de degradacion y la de
generacion de ATP. Asi, la ruptura secuencial de nucleétidos a
adenosina y posteriormente a inosina/hipoxantina/acido urico se
contrarresta mediante la re-sintesis de fosforilos de alta energia a
través de reacciones fosfotransfer en sentido opuesto 93. Las
enzimas participantes en estas dos rutas son: ecto-nucledsido
trifosfato difosfohidrolasa (E-NTPDasa/CD39), ecto-nucleotido
pirofosfatasa/fosfodiesterasa (E-NPP), ecto-5"-nucleotidasa
(CD73), adenosina deaminasa (ADA), purino nucleosido fosforilasa
(PNP), adenilato quinasa (AK) y ecto-nucleosido difosfato quinasa

(E-NDP-K) (Figura 10).
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! ATP
E-NTPDasa/CD39 ll E-NDP-K

E-NTPDasa/CD39 ll AK
m

Ecto-5"-nucleotidasa/CD73 l l AK

| ADENOSINA
ADA M

Figura 10. Esquema representativo de la ruta de degradacion/formacion del
ATP. La figura muestra la conversion del ATP a adenosina y viceversa asi como
finalmente la transformaciéon de adenosina a acido drico. También sefiala las
enzimas implicadas en dicha ruta: Ecto-nucledsido trifosfato difosfohidrolasa
(E-NTPDasa/CD39), ecto-nucledtido pirofosfatasa/fosfodiesterasa (E-NPP),
ecto-5"-nucleotidasa (CD73), adenosina deaminasa (ADA), purino nucleésido
fosforilasa (PNP), adenilato quinasa (AK) y ecto-nucledsido difosfato quinasa
(E-NDP-K).

La adenosina resultante posee un papel importante en la
atenuacion de la inflamacion y del dano tisular mediando diversas

repuestas cardioprotectoras, neuroprotectoras, vasodilatadoras y
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angiogénicas 93 94 96: 107 Estos efectos estan mediados a través de
receptores de adenosina acoplados a proteinas G (A2a y A2s) que
funcionan activando la enzima adenilato ciclasa. Por otra parte la
adenosina también puede continuar la ruta de degradacion de las
purinas e inactivarse en la superficie celular transformandose en
inosina, hipoxantina y finalmente en acido urico a través de la

actividad secuencial de las enzimas ADA y PNP 939496 (Figura 10).

Distintas condiciones patologicas (inflamacion, shock
traumatico o isquemia) pueden inducir cambios agudos en las
proporciones  especificas de nucleésidos mono, di y
trifosfato 8+ 94 108 109 jinvirtiendo la direccion de la ruta de
inactivacion de nucleétidos hacia la regeneracion de ATP,
favoreciendo por tanto el escenario inflamatorio, la acumulacion
leucocitaria, la activacion y agregacion plaquetaria que
conllevarian al desarrollo de distintas patologias cardiovasculares
con componente inflamatorio como infarto agudo de miocardio,

trombosis y aterosclerosis 9394 103,

2.3.4 Implicacion de los farmacos ITIAN analogos de purina en la
senalizacion purinérgica y en la toxicidad cardiovascular:

Debido a que los estudios clinicos realizados hasta la fecha
Unicamente senalan a los ITIAN analogos de purina como
responsables de la toxicidad cardiovascular, cabria pensar que
estos farmacos pudieran estar afectando a la via de senalizacion

de las purinas.

El endotelio vascular contiene vias que degradan y que
generan ATP con el fin de mantener estas concentraciones bajo
condiciones homeostaticas. El tratamiento con los ITIAN analogos

de purina, ABC y ddI, podria estar afectando a las diferentes
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enzimas de la ruta de degradacion del ATP, como a la NTPDasa
(CD39) o a la ecto-5'-nucleotidasa (CD73), debido a su analogia
estructural con los sustratos de dichas enzimas (Figura 11). Esta
interferencia a nivel enzimatico conllevaria una ruptura del
equilibrio homeostatico, es decir, a un aumento de los niveles de

ATP y ADP, asi como a una reduccion del nivel de adenosina.

| ATP

NT ICD39 E-NDP-K

S
| —

b

A-Bc ?_. E- NT“ICDsg
?

E-NPP

E
-

IAK

[ —

Ecto-5~ -nucleo'l CD73

ADENOSINA |
ADAl
g
PNP [
3
ACIDO URICQ

Figura 11. Esquema representativo de la ruta de degradacién/formacién del ATP, asi comolas
enzimas diana que pudieran estar afectadas por los ITIAN analogos de purina. La figura
muestra la conversion del ATP a adenosina y viceversa asi como finalmente la transformacion de
adenosina a acido Urico. También sefala las enzimas implicadas en dicha ruta: Ecto-nucleésido
trifosfato difosfohidrolasa (E-NTPDasa/CD39), ecto-nucledtido pirofosfatasa/fosfodiesterasa (E-NPP),
ecto-5-nudeotidasa (CD73), adenosina deaminasa (ADA), purino nudeésido fosforilasa (PNP),
adenilato quinasa (AK) y ecto-nucleosido difosfato quinasa (E-NDP-K), asi como las enzimas a las
cuales pudieran estar afectando los ITIAN analogos de nudetsido abacavir (ABC) y didanosina (ddI).
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Como hemos mencionado anteriormente, la adenosina posee
efectos protectores sobre la inflamacion vascular (prevencion de la
formacion de coagulos y la oclusion del vaso) mientras que el ATP
y ADP son moléculas proinflamatorias que promueven vias
protromboéticas 93 94, Por tanto, la administracion de estos
farmacos podria promover un escenario inflamatorio, que en
ultima instancia conllevaria a la aparicion de distintas patologias

cardiovasculares como la aterosclerosis o el infarto de miocardio.
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I1I.OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo fue caracterizar los
efectos y los mecanismos proinflamatorios de los farmacos ITIAN.
Es decir, estudiar la accion de estos farmacos sobre la
acumulacion leucocitaria como primer paso en el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares con componente inflamatorio

tanto in vitro e in vivo.
En particular, abordamos los siguientes objetivos especificos:

1. Evaluar los efectos de los distintos farmacos del grupo
ITIAN sobre la interaccion leucocito-endotelio in vitro

(células humanas).

2. Estudiar, para aquellos ITIAN que promuevan Ila
acumulacion leucocitaria, el tipo celular afectado y las

moléculas de adhesion participantes en dicha interaccion.

3. Analizar el efecto de estos ITIAN sobre la produccion de
ERO, la expresion de IkB-a citosodlica y la traslocacion de
NF-kB al nucleo como marcadores proinflamatorios a nivel

endotelial.

4. Caracterizar el papel del ATP en esta respuesta.
Concretamente evaluar la posible interferencia de los
ITIAN en la cascada de senalizacion purinérgica (ATP,

enzimas CD39 y CD73, receptores de ATP, etc.).

5. Dilucidar las acciones de los distintos farmacos del grupo
ITIAN sobre la interaccion leucocito-endotelio in vivo, asi
como estudiar la participacion de las moléculas de
adhesion implicadas en dicha interaccion con el fin de dar

una mayor relevancia fisiologica a los resultados in vitro.
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METODOS

BLOQUE I: ESTUDIOS IN VITRO
1. CULTIVO Y AISLAMIENTO CELULAR:

1.1 CULTIVO DE CELULAS ENDOTELIALES:

Se emplearon células de venas de cordon umbilical humano
(HUVEC) y células de arterias de cordon wumbilical humano
(HUAEC) para la realizacion de la metodologia que se detalla a

continuacion.

Estas HUVEC o HUAEC se extrajeron de venas o arterias de
cordones umbilicales humanos frescos procedentes de donantes

sanos del Hospital Clinico Universitario de Valencia (Figura 12).

Figura 12. (A) Cordon umbilical humano. (B) Arteria disecada de cordén
umbilical humano.

Para la extraccion de HUVEC se trabajo con el cordon

umbilical completo, mientras que para la obtencion de las HUAEC
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se disecaron las arterias del mismo (Figura 12). Ambos tipos de
vasos se lavaron con “Phosphate buffered saline” (PBS) a 37°C,
posteriormente se les introdujo colagenasa (1 mg/mlL) y se
mantuvieron en el incubador a 37°C durante 17 min 110
Transcurrido este periodo de tiempo, se masajearon suavemente
para garantizar la separacion de las células endoteliales de la
pared del vaso, y el contenido se recogio y centrifugé a 259 xg. El
precipitado obtenido se resuspendio en “endothelial cell basal
medium-2” (EBM-2) [suplementado con suero fetal bovino
(2 % v/v), hidrocortisona (0.04 % v/v), “human fibroblast growth
factor-basic” (hFGF-B, 0.4 % v/v), “vascular endothelial growth
factor” (VEGF, 0.1 % v/v), “recombinant long R3 insulin-like
growth factor-1” (R3-IGF-1, 0.1 % v/v), acido ascorbico
(0.1 % v/v), “Human recombinant epidermal growth factor”
(thEGF, 0.1 % v/v), “gentamicine sulfate amphotericine B”
(GA-1000, 0.1 % v/v), heparina (0.1 % v/v), penicilina
(50 unidades/mlL), estreptomicina (50 upg/mL) y fungizona
(2.5 ug/mlL)] y se deposito en un frasco de cultivo T25 donde las
células se adhirieron y crecieron hasta alcanzar el 100 % de

confluencia.

Una vez alcanzada la misma, los cultivos primarios se
despegaron con tripsina y se transfirieron a las placas de cultivo
apropiadas. En todos los experimentos realizados utilizamos
células del primer pase de los cultivos primarios de HUVEC o

HUAEC.

Las células se mantuvieron en el incubador de cultivo celular

a 37°C, en atmosfera humeda de 935 % aire/S % COao.
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1.2 AISLAMIENTO DE LEUCOCITOS:

Se empled sangre de donantes sanos procedente del Centro
de Transfusiones de la Comunidad Valenciana recogida en tubos

que contienen citrato sédico como anticoagulante 110,

1.2.1 Leucocitos polimorfonucleares (PMN):

Todo el proceso se realizd6 a una temperatura de 4°C. La
sangre (20 mL) se incub6 con 10 mL de dextrano al 3 % (en suero
fisiologico) durante 45 min consiguiendo con ello el depodsito en la
fase inferior de gran parte de los eritrocitos. Por centrifugacion a
259 xg y gradiente de densidad con Ficoll-Paque de la fase
superior anteriormente recogida se obtuvieron los PMN en el
precipitado. Después de la lisis, los PMN se centrifugaron de
nuevo a 259 xg durante 5 min, se lavaron con “Hank’s balanced
salt solution” (HBSS, sin Ca2?* ni Mg?*) y se resuspendieron en
medio RPMI completo [medio RPMI suplementado con suero fetal
bovino inactivado (10 % v/v), penicilina/estreptomicina (1 % v/v),

glutamina (1 % v/v) y piruvato sodico (1 % v/v)].

1.2.2 Leucocitos mononucleares (PBMCQ):

Todo el proceso se realizo a temperatura ambiente. La sangre
(20 mL) se incub6 con 10 mL de dextrano al 3 % (en suero
fisiologico) durante 45 min consiguiendo con ello el deposito en la
fase inferior de gran parte de los eritrocitos. Por centrifugacion a
583 xg sin aceleracion ni freno y gradiente de densidad de la fase
superior con Ficoll-Paque se obtuvieron los PBMC en el anillo
blanquecino. Se centrifugo esta fase a 583 xg durante 10 min, el

precipitado obtenido se lavo con HBSS (sin Ca2?* ni Mg?*) y se
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resuspendieron los PBMC en medio RPMI completo [ver apartado

1.2.1 Leucocitos polimorfonucleares (PMN)].

2. PROTOCOLO EXPERIMENTAL DE TRATAMIENTO:

Tanto las células endoteliales (HUVEC o HUAEC) como los
leucocitos (PMN o PBMC) se trataron independientemente con
concentraciones clinicamente relevantes de los farmacos
ITIAN 111-113 o con sus combinaciones terapéuticas preferentes:
ABC (0.1-15 uM), ddI (1-10 uM), 3TC (10 uM), ZDV (5 uM), FTC
(10 uM), TDF (1 uM), ABC/3TC (10 uM/10 uM), FTC/TDF
(10 uM/1 uM) o con el vehiculo control (agua estéril) durante 4 6
24 h a 37°C. TNF-a (25 ng/mL, 4 h) y PAF (10 uM, 1 h) se
emplearon como control positivo de células endoteliales y

leucocitos respectivamente (Figura 13).

4h/24h

1 l
MEDIDAS

C. Endoteliales/Leucocitos

* ABC (0.5— 15 pM)

* ddI (1- 10 pM)

* 3TC (10 pM)

» ZDV (5 uM)

* FTC (10 pM)

* TDF (1 uM)

+ ABC / 3TC (10 uM / 10 pM)
« FTC / TDF (10 pM / 1 pM)

Figura 13. Protocolo experimental de tratamiento con diferentes farmacos
del grupo ITIAN o sus combinaciones. La figura muestra el protocolo
experimental de tratamiento de células endoteliales (HUVEC o HUAEC) y
leucocitos (PMN o PBMC) con los ITIAN: Abacavir (ABC), didanosina (ddI),
lamivudina (3TC), zidovudina (ZDV), emtricitabina (FTC), tenofovir (TDF) o las
combinaciones terapéuticas ABC/3TC o FTC/TDF.
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Para analizar la implicacion de las moléculas de adhesion en
la interaccion leucocito-endotelio inducida por ABC o ddI, se
pretratéo la monocapa de células endoteliales con el anticuerpo
bloqueante frente a ICAM-1 (CD54, 20 ug/mL) o con el anticuerpo
control (IgGl, 10 pg/mL) (30 min, oscuridad, 37°C) o se
pretrataron los leucocitos con anticuerpos frente a LFA-1 (CD11a,
10 pg/mlL), frente a Mac-1 (CD11b, 20 pg/mlL), frente a integrinas
B2 (CD18, 10 pg/mL) o con el anticuerpo control (IgG1, 10 ug/mlL)
(20 min, oscuridad, 4°C) antes de la administracion de ABC

(10 uM) o ddI (5 uM) 114,115 (Figura 14).

20 - 30 min 4h
< - I -

i —

1 t i)

Anticuerpos

TIAN MEDIDAS

C. Endoteliales/Leucocitos !
* ABC (10 uM)
e ddl (5 uM)

Blogueantes

C. Endoteliales| Leucocitos
* Anti-CD54 ¢ Anti-CD11a
* Anti-lgG1 ¢ Anti-CD11b
¢ Anti-CD18

* Anti-lgG1

Figura 14. Protocolo experimental de pre-tratamiento con anticuerpos
bloqueantes de moléculas de adhesion endoteliales y leucocitarias previo al
tratamiento con ITIAN. La figura muestra el pre-tratamiento de HUVEC o HUAEC
con anticuerpos bloqueantes de moléculas de adhesién endoteliales (anti-CD54) y
de PMN o PBMC con anticuerpos bloqueantes de moléculas de adhesién
leucocitarias (anti-CD11a, anti-CD11b o anti-CD18), asi como el posterior
tratamiento de ambos tipos celulares con abacavir (ABC) o didanosina (ddlI).

Asimismo, para analizar el papel del ATP en la acumulacion
leucocitaria inducida por ABC empleamos distintos compuestos
que actuan en diferentes puntos de la ruta de degradacion del ATP
y su consecuente conversion a adenosina. En este sentido,

pre-tratamos tanto las células endoteliales como los leucocitos
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con: MRS2159 (antagonista del receptor de ATP P2X;, 10 uM),
NF023 (antagonista de los receptores de ATP P2Xi4, 10 uM),
A317491 (antagonista del receptor de ATP P2X3 y P2X2,3, 25 nM),
oxATP (antagonista del receptor de ATP P2X7, 600 uM), “Brilliant
Blue G pure” (BGG) (antagonista del receptor de ATP P2X7, 5 uM),
apirasa (hidroliza ATP, 1 Ul/mL) y EGTA (Quelante de Ca2*, 2 mM)
(30 min, 37°C) y con suramina (antagonista no selectivo de los
receptores de ATP, 100 uM) y CGS-21680 (agonista de los
receptores de adenosina Aza, 10 uM) (1 h, 37°C) previo al
tratamiento con ABC (10 uM) 116, 117 (Figura 15).

30 - 60 min 4h
< >

M—

MEDIDAS

< .
—

RUTA ATP

C. Endoteliales/Leucocitos
e ABC (10 uM)

C. Endoteliales/Leucocitos

* MRS2159 (antag. R. P2X,)

* NF023 (antag. R. P2X,.,)

* A317491 (antag. R. P2X; y P2X;3)

* OXATP (antag.R. P2X;)

* BGG (antag.R. P2X;)

* Suramina (antag.no selectivo R. ATP)
* Apirasa (hidroliza ATP)

* EGTA (quelante Ca?)

* CGS-21680 (ag. R. adenosina)

Figura 15. Protocolo experimental de pre-tratamiento con distintos
compuestos que interfieren en la ruta de degradacion/generacion de ATP
previo al tratamiento con ABC. La figura muestra el pre-tratamiento de las
células endoteliales y de los leucocitos con distintos compuestos que interfieren en
la ruta de degradacidon/generacion de ATP (MRS22159, NF023, A317491, oxATP,
BGG, suramina, apirasa, EGTA o CGS-21680) (30-60 min), asi como el posterior
tratamiento de ambos tipos celulares con abacavir (ABC) (4 h).
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3. ADHESION DINAMICA EN CAMARA PARALELA DE FLUJO:

Para analizar el efecto de los diferentes farmacos
antirretrovirales ITIAN sobre la interaccion leucocito-endotelio se
emplearon por un lado células endoteliales HUVEC o HUAEC
sembradas en cubre-objetos de plastico circulares de 25 mm de
diametro pre-tratados con fibronectina (5 ug/mL) y por otro,
leucocitos (PMN o PBMC) procedentes de sangre de donantes
sanos obtenidos como se ha descrito previamente (ver apartado

1.2 Aislamiento de leucocitos).

La adhesion dinamica in vitro en camara paralela de flujo
(“Flow chamber”) ha sido descrita en detalle previamente 118, La
camara de flujo empleada para la realizacion de estos
experimentos posee un hueco en el que insertamos el
cubre-objetos circular el cual contiene una monocapa de HUVEC o
HUAEC confluentes. Estos ensayos se realizaron a 37°C debido a
que una de las placas que conforman la camara de flujo es
calefactora. Una vez montada la camara una porcion de

5 x 25 mm fue expuesta al flujo (Figura 16).

RS 7 -'" regs)
g :ﬁ% 4 /2 . "gﬁpj
<« &) W .

Figura 16. Montaje de la camara paralela de flujo (“Flow chamber”).
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Las poblaciones leucocitarias (PMN o PBMC) se
resuspendieron en el tampén [“Dulbecco’s phosphate buffered
saline” (DPBS*, con Ca?* y Mg2*) + 0.1 % Albumina sérica humana
(HSA)] y fueron perfundidas a wuna concentracion de
1 x 106 células/mL 6 0.5 x 106 células/mL respectivamente sobre
la monocapa de HUVEC o HUAEC a un flujo controlado de

0.36 mL/min (0.7 dinas/cm?2) gracias a una bomba de infusion.

La camara paralela de flujo se coloc6é sobre un microscopio
invertido (Nikon Eclipse TE 2000-S) (Figura 17A) conectado a una
camara de video (Sony Exware HAD) que a su vez esta conectada a
un ordenador donde se visualizaron los eventos en tiempo real y

se grabaron las imagenes (Figura 18).

Figura 17. (A) Camara de flujo sobre microscopio invertido. (B) Ejemplo
representativo de la visualizaciéon de leucocitos PMN interaccionando con
una monocapa endotelial venular (HUVEC).
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Figura 18. Montaje del sistema de camara paralela de flujo en microscopio.
A: Regulador de temperatura de la cdmara de flujo, B: Bomba de infusion,
C: Videocamara, D: Camara de flujo, E: Jeringa con suspensién de leucocitos (PMN
o PBMC), F: Monitor de ordenador conectado a la videocamara.

Se empleo el objetivo 40x, pudiéndose observar asi el flujo de
leucocitos y su interaccion con la monocapa endotelial (Figura
17B). El programa informatico utilizado para observar y grabar las
imagenes fue “Pinacle Studio”. La grabacion de los eventos se
inici6 cuando se comenzo6 a visualizar el paso de leucocitos sobre
la monocapa de HUVEC o HUAEC. Grabamos el mismo campo
durante 5 min durante los cuales analizamos los parametros
leucocitarios de rodamiento y velocidad de rodamiento. Tras estos
S min se grabaron 5-6 campos adicionales durante 10 s cada uno,
en los cuales se determind la adhesion leucocitaria al endotelio

venular o arterial.
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3.1 PARAMETROS LEUCOCITARIOS A DETERMINAR:

92

Rodamiento o “rolling” leucocitario: Un leucocito en

fase de rodamiento es aquel que por interaccionar con el
endotelio vascular, disminuye su velocidad. Se determina
contando el numero de leucocitos que enlentecen su
velocidad sobre 100 um2 de monocapa endotelial durante

1 min (Figura 19). Se expresa como células/min.

Velocidad de rodamiento leucocitario: Tiempo requerido

por un leucocito en fase de rodamiento para recorrer
100 um de monocapa endotelial. Se calcula haciendo la
media de la velocidad de 20 leucocitos consecutivos y se

expresa en um/s (Figura 19).

Adhesion leucocitaria: Un leucocito se considera

adherido al endotelio vascular si permanece estacionado o
tiene un contacto estable con la monocapa endotelial
durante un periodo igual o superior a 30 s (Figura 19). La

adhesion leucocitaria se expresa como el numero de

células adheridas/ mm?.
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MIGRACION

ACTIVACION ACTIVACION

ENDOTELIAL LEUCOCITARIA é

ESTIMULO

EXTRAVASCULAR

Figura 19. Parametros leucocitarios. La figura muestra los parametros
leucocitarios a determinar en los experimentos de adhesiéon dinamica en camara
paralela de flujo (“Flow chamber”) y de microscopia intravital (ver Bloque II
Estudios in vivo, apartado 1. Microscopia intravital).

3.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL:

Tanto las células endoteliales (HUVEC o HUAEC), cultivadas
en los cubre-objetos circulares, como los leucocitos (PMN o
PBMC), se trataron independientemente con concentraciones
clinicamente relevantes de los farmacos ITIAN (ABC, ddI, 3TC,
ZDV, FTC, TDF), sus combinaciones (ABC/3TC, FTC/TDF) o con
el vehiculo control (agua estéril) (4 h, 37°C). Empleamos TNF-a
(25 ng/mL, 4 h) y PAF (10 uM, 1 h) como controles positivos de
células endoteliales y leucocitos respectivamente (Figura 13) (ver

apartado 2. Protocolo experimental de tratamiento).

Para analizar la implicacion de las moléculas de adhesion en

la interaccion leucocito-endotelio inducida por ABC o ddlI,
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pre-tratamos las células endoteliales y los leucocitos con
anticuerpos frente a diferentes moléculas de adhesion endoteliales
y leucocitarias respectivamente previo al tratamiento con ABC o
ddl (Figura 14) (ver apartado 2. Protocolo experimental de

tratamiento).

Asimismo, para analizar el papel del ATP en la acumulacion
leucocitaria inducida por ABC pre-tratamos tanto las células
endoteliales como los leucocitos con distintos compuestos que
actuan en diferentes puntos de la ruta de degradacion del ATP y
su consecuente conversion a adenosina previo al tratamiento con
ABC (Figura 15) (ver apartado 2. Protocolo experimental de

tratamiento).

Transcurrido el periodo de incubaciéon con los diferentes
tratamientos se procedi6 a realizar la técnica de adhesion

dinamica en camara de flujo descrita anteriormente.

4. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE MOLECULAS DE ADHESION
POR CITOMETRIA DE FLUJO:

La expresion de moléculas de adhesion endoteliales y
leucocitarias se determin6é mediante citometria de flujo 110 (FACS

calibur, BD) (Figura 20).

Este sistema identifica y clasifica las células de acuerdo a sus
caracteristicas de tamano y granulosidad (“forward and side
scatter”). La media de la intensidad de fluorescencia se empleo
como marcador para determinar la expresion de las diferentes

moléculas de adhesion analizandose diez mil eventos por muestra.
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Figura 20. Citometro de flujo FACS calibur.

4.1 CELULAS ENDOTELIALES:

Las HUVEC o HUAEC utilizadas en esta técnica se cultivaron

en placas de 6 pocillos.

4.1.1 Protocolo experimental:

Las células endoteliales confluentes se trataron con
concentraciones clinicamente relevantes de distintos ITIAN
4 o6 24 h, 37°C) (Figura 13) (ver apartado 2. Protocolo

experimental de tratamiento).

Transcurrido el periodo de incubacion, las HUVEC o HUAEC
se despegaron con tripsina, neutralizandose su accion con medio
EBM-2 completo. Esta suspension se incub6 con los
correspondientes anticuerpos marcados con fluoresceina (FITC) o
con ficoeritrina (PE) a saturacion: VCAM-1 (CD106), ICAM-1
(CD54), E-selectina (CD62E) o con el anticuerpo control IgGl
(20 min, oscuridad, 4°C).
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Las células se fijaron con formalina al 10 % y se analizo la
expresion de las diferentes moléculas de adhesion por citometria

de flujo como se ha descrito anteriormente.
4.2 LEUCOCITOS:

La sangre empleada se extrajo de donantes sanos o de rata
[tras finalizar los experimentos de microscopia intravital (ver
Bloque II Estudios in vivo apartado 1. Microscopia intravital)]

utilizandose citrato sodico como anticoagulante.

4.2.1 Protocolo experimental:

La sangre (40 uL) se traté con concentraciones clinicamente
relevantes de diferentes farmacos ITIAN (ABC, ddI, 3TC, FTC o
TDF) (4 h, 37°C) (Figura 13) (ver apartado 2. Protocolo

experimental de tratamiento).

Tras este periodo, la sangre se incub6é con diferentes
anticuerpos marcados con FITC o PE a saturacion: LFA-1
(CD11a), Mac-1 (CD11b), integrinas B2 (CD18), VLA-4 (CD49d),
L-selectina (CD62L) o anticuerpo control (IgG1l) (20 min,
oscuridad, 4°C).

Una vez finalizado el tiempo de incubacion las muestras

sanguineas se lisaron, lavaron y fijaron.

Las muestras obtenidas se procesaron en el citometro de flujo
(Figura 20) donde neutrofilos, monocitos y linfocitos se identifican
como se ha descrito anteriormente (caracteristicas de tamano y

granulosidad) (Figura 21).
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Figura 21. Identificacion de las diferentes poblaciones leucocitarias. La figura
muestra un histograma representativo de las diferentes poblaciones leucocitarias
separadas en funcién de sus caracteristicas de tamafio (“forward scatter”) y
granulosidad (“side scatter”) por el citometro de flujo Facs calibur. L (linfocitos),
M (monocitos) y N (neutrofilos).

5. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE ATP INTRACELULAR:

Para cuantificar la concentracion de ATP intracelular, se
utilizo el “ATP Bioluminiscence Kit”. Este es un ensayo de
bioluminiscencia basado en la reaccion de oxidacion de
D-luciferina a oxiluciferina mediada por la enzima luciferasa
(Figura 22). La concentracion de ATP de las muestras es
directamente proporcional a la luz emitida (hy) en la reaccion de

oxidacion.
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Se determinaron los niveles de ATP tanto en células
endoteliales (HUVEC o HUAEC) como en células leucocitarias

(PMN o PBMC).

Luciferasa
@a ;-koz/ 7 @a —:— b H_!v/
ATP AMP+PPi

Figura 22. Fundamento de la reaccion de cuantificacion de ATP intracelular.
Reaccidn oxidativa que tiene lugar en el ensayo de bioluminiscencia por el que la
D-luciferina es oxidada por la enzima luciferasa a oxiluciferina.

5.1 CELULAS ENDOTELIALES:

Las HUVEC o HUAEC cultivadas en placas redondas de
100 mm de diametro, se trataron con los ITIAN ABC y ddI (4 h,
37°C) (Figura 13) (ver apartado 2. Protocolo experimental de

tratamiento).

Transcurrido este periodo, las células endoteliales se
recogieron por disgregacion mecanica de la monocapa utilizando el
siguiente procedimiento: el medio de cultivo EBM-2 fue retirado,
las células fueron lavadas con PBS frio y a continuacion se
despegaron en 6 mL de PBS frio de forma mecanica utilizando

rascadores (“scrappers”).

El precipitado de HUVEC o HUAEC se obtuvo tras centrifugar

esta suspension celular durante 5 min a 259 xgy a 4°C.
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5.2 LEUCOCITOS:

Los PMN o PBMC se extrajeron de sangre procedente de
donantes sanos segun se ha descrito anteriormente (ver apartado

1.2 Aislamiento leucocitos).

Las células se trataron con los ITIAN, ABC y ddI (4 h, 37°C)
(Figura 13) (ver apartado 2. Protocolo experimental de

tratamiento).

Transcurrido este periodo de tiempo, se obtuvieron los
precipitados de PMNs o de PBMC tras centrifugar las muestras de
PMNs a 4°C durante 5 min a 259 xg o las muestras de PBMCs a
4°C durante 8 min a 583 xg.

5.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL:

Se procesaron los precipitados de los cuatro tipos celulares
(HUVEC, HUAEC, PMNs o PBMCs) siguiendo el procedimiento
recomendado por el fabricante: se resuspendio el precipitado
celular en el tampon de dilucion del kit de bioluminiscencia
(tampon tris-acetato). La curva estandar de ATP se preparo
(10-11-10-2 M) diluyendo la solucion madre de ATP (10 mg/mlL)
suministrada por el kit en el tampoén de dilucion para minimizar el
ruido de fondo de la luminiscencia. Tanto los puntos de la curva
estandar de ATP, como las muestras se depositaron por triplicado
en una placa negra de 96 pocillos. A continuacion, se adicion6 el
tampon de lisis del kit a todos los pocillos y la placa se incubo

durante 5 min a temperatura ambiente y agitacion suave.

La luminiscencia se cuantifico con el lector de placas

Fluoroskan Ascent FL (Thermo Labsystems) inmediatamente tras
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anadir 30 uL por pocillo del reactivo de luciferasa a través del

dispensador interno del aparato.

Para normalizar los valores de ATP con respecto a la
concentracion de proteina de cada muestra, tras la lisis celular se
recogieron 10 pL por pocillo del lisado y la concentracion proteica
se determino usando el kit de cuantificacion proteica “BCA Protein

Assay Kit” (ver apartado 6.3. Cuantificacion proteica).

6. ANALISIS DE LOS NIVELES DE PROTEINAS:

6.1 CELULAS ENDOTELIALES:

HUVEC o HUAEC cultivadas en placas redondas de 100 mm
de diametro, se trataron con ABC (4 h, 37°C) (Figura 13) (ver

apartado 2. Protocolo experimental de tratamiento).

Transcurrido este periodo de incubacion, los precipitados de
células endoteliales se obtuvieron por disgregacion mecanica de la

monocapa (ver apartado 5.1 Células endoteliales).
6.2 LEUCOCITOS:

Los leucocitos (PMN o PBMC) aislados como se ha indicado
anteriormente (ver apartado 1.2 Aislamiento de leucocitos), se
trataron con ABC (4 h, 37°C) (Figura 13) (ver apartado 2. Protocolo

experimental de tratamiento).

Transcurrido este periodo de tiempo, se obtuvieron Ilos
precipitados de PMN o de PBMC por centrifugacion de las

muestras (ver apartado 5.2 Células leucocitarias).
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6.3 OBTENCION DE EXTRACTOS PROTEICOS CITOSOLICOS Y
NUCLEARES:

Los precipitados de células obtenidos anteriormente (HUVEC,
HUAEC, PMNs o PBMCs), se resuspendieron en 70 uL de tampon
de lisis frio (HEPES 10 mM pH 7.5, MgCl> 2 mM, EDTA 1 mM,
EGTA 1 mM, NaCl 10 mM, NazVOs4 0.1 mM, DTT 1 mM, el
inhibidor de proteasas Complete Mini 1 X y Pefabloc 5 mM) y se
incubaron en hielo durante 15 min. A continuacion se adiciono
NP-40 (0.05 % v/v) y se incubaron durante 5 min en hielo. Las
muestras se centrifugaron a 16000 xg durante 10 min a 4°C en
una microcentrifuga y se recogio el sobrenadante que es el

extracto proteico citosolico.

Los precipitados obtenidos, que contienen los nucleos, se
resuspendieron en 70 uL de tampon de extraccion nuclear frio
(HEPES 25 mM pH 7.5, NaCl 500 mM, NaF 10 mM, glicerol 10 %,
MgCl, 5 mM, DTT 1 mM, el inhibidor de protesas Complete Mini
1X, Pefabloc 5 mM, y NP-40 0.05 % v/v), se mezclaron y se
sonicaron durante 10 min. Posteriormente, se hicieron pasar los
extractos a través de agujas de 25 G y se sonicaron de nuevo
durante 5 min. Finalmente, se centrifugaron a 16000 xg durante
10 min a 4°C y se recogio el sobrenadante que es el extracto

nuclear.

6.4 DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE PROTEINA: ENSAYO
DEL ACIDO BICINCONINICO (BCA):

Este ensayo se basa en la reaccion de reduccion de iones
cupricos (Cu?*) a iones cuproso (Cu*) producida por las proteinas

en condiciones alcalinas. Estos iones cuprosos formados
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reaccionan con el BCA observandose una coloracion morada en

los pocillos 119 (Figura 23).

El contenido proteico de las muestras es proporcional a la
absorbancia detectada en las mismas (cuyo valor maximo se

detecta a 562 nm).

'
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Figura 23. Fundamento del Ensayo del acido bicinconinico (BCA). Reacciones
que tienen lugar en el ensayo del BCA.

Para realizar esta técnica, se siguieron las instrucciones del
“BCA Protein Assay Kit”, realizando el mismo en placas de 96

pocillos.

Este ensayo es un método espectrofotométrico, cuyo rango de
deteccion es 0.02-2 mg proteina/mL, que cuantifica la
concentracion proteica de los extractos. Se preparé una curva
estandar de albumina sérica bovina (BSA, proteina patron),
realizando diluciones seriadas a partir de una solucion madre de
BSA (2 mg/ml). Las muestras se diluyeron (1:10) y
posteriormente se mezclaron 25 pL de las muestras diluidas o de
la curva estandar de BSA con 200 uL del reactivo de

cuantificacion proteica por pocillo (el ensayo se realizo por
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duplicado). A continuacion, la placa se incub6 en agitacion suave
(30 min, 37°C). La medicion de la absorbancia a 570 nm se realiz6
con un lector espectrofotométrico de placas Multiskan (Thermo

Labsystems).

6.5 WESTERN BLOT:

6.5.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE):

Esta electroforesis se realizo utilizando el sistema “Mini-
PROTEAN 3 Cell” (Bio-Rad) siguiendo las instrucciones del

fabricante.

Los extractos citosélicos y nucleares se mezclaron con
tampon de carga Laemmli (Tris-HCI 0.5 mM pH 6.8, glicerol 25 %
v/v, SDS 10 %, B-mercaptoetanol 0.5 % v/v y azul de bromofenol
0.5 % p/v) y se desnaturalizaron las proteinas hirviendo las
muestras a 100°C durante 5 min. En el gel se cargaron 50-100 ug

de proteinas por pocillo.

Se utilizo un marcador de peso molecular “Precision Plus
Protein Standard-Kaleidoscope” como referencia con el fin de

localizar las proteinas de interés.

La electroforesis se realizo en tampon de electroforesis
“running buffer” (25 mM pH 8.3, glicina 192 mM y SDS
0.1 % v/v), a voltaje inicial de 80-100 V mientras las muestras
difunden por la fase de concentracion del gel y posteriormente a

120-140 V en la fase de resolucion.
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6.5.2 Transferencia a membrana de nitrocelulosa:

La transferencia de las proteinas separadas por SDS-PAGE
desde el gel de poliacrilamida a una membrana de nitrocelulosa de
0.2 pm se realizo utilizando “Mini Trans-Blot Electrophoretic

Transfer Cell” (Bio-Rad).

Para la transferencia, se emple6 el tampon de transferencia
(Tris 25 mM pH 8.3, glicina 192 mM y metanol 20 % v/v) y se

mantuvo durante 1 h a 4°C a una potencia de 350 mA.

Transcurrido este periodo de tiempo, la membrana de
nitrocelulosa se incub6é con la solucion de Ponceau, que tine
reversiblemente todas las proteinas y se utiliza como control de la
cantidad de proteinas cargadas en cada pocillo y de la calidad de
la transferencia. A continuacion, se lavo la membrana con el
tampon TBS-T (Tris-HCl1 20 mM pH 7.2, NaCl 150 mM y Tween
20 0.1 % v/v).

La membrana se incub6 con la solucion de bloqueo (leche en
polvo S5 % p/v o BSA 5 % p/v en tampon TBS-T) durante 1 h en

agitacion suave y a temperatura ambiente.

6.5.3 Incubacién con Anticuerpos:

La membrana de nitrocelulosa se incubé con el anticuerpo
primario, preparado en solucion de bloqueo (BSA 5 % p/v o leche
5 % p/v) suplementada con azida sédica 0.02 % v/v (conservante),
durante 3 h a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C. La
membrana se lavo 3 veces durante 10 min cada lavado, a
temperatura ambiente con TBS-T y en agitacion fuerte. A
continuacion, se incubo con el anticuerpo secundario, también

preparado en la correspondiente solucion de bloqueo, durante 1 h
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a temperatura ambiente. Se realizaron otros 3 lavados de 10 min

con TBS-T para eliminar el exceso de anticuerpo secundario.
Los anticuerpos empleados se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Anticuerpos primarios y secundarios empleados en los
experimentos de analisis de proteinas.

ANTICUERPO PRIMARIO

2 7 - CASA
PROTEINA proteina ESPECIE DILUCION COMERCIAL
. (kDa)
& T t“& ol ST
1:2500
Nucleolina 105 Conejo (BSA) Sigma
1:100
IxB-a 37 Conejo (leche) Santa Cruz
— & e i i
1:5000
CD39 Ratén (BSA) Abcam

ANTICUERPO SECUNDARIO

ANTICUERPO DILUCION CASA COMERCIAL

Anti-IgG1 (frente a conejo)

Vector Laboratories

Anti-IgG1 (frente a raton) ;
conjugado con HRP 1:2000 (BSA) Dako

Los anticuerpos primarios tienen reactividad frente a humano, mientras que los
anticuerpos secundarios poseen reactividad frente a conejo o raton.

105



IV.METODOLOGIA

6.5.4 Revelado: Deteccion por quimioluminiscencia:

Para el revelado utilizamos el “kit Enhanced luminol-based

chemiluminescent” (ECL) o el “kit SuperSignal West Femto”.

La deteccion de las bandas de proteinas se basa en la
reaccion de quimioluminiscencia del luminol. Los anticuerpos
secundarios empleados en este trabajo tienen acoplada la enzima
peroxidasa de rabano (HRP, “horseradish peroxidase”), que al
adicionar los reactivos de revelado (peroxido de hidrogeno y
condiciones alcalinas), produce la oxidacion del luminol, pasando

a estado excitado y emitiendo luminiscencia 129,

El visualizado de las bandas de proteinas se realizé con
“Luminescent Image Analyzer LAS-3000” (Fujifilm) y los analisis
densitométricos de estos resultados se realizaron usando el

software “ImageQuant”.

{4

6.5.5 Reutilizacion de membranas de nitrocelulosa “Stripping”:

Para evaluar otras proteinas en la misma membrana
eliminamos los anticuerpos empleados anteriormente. Este
proceso consiste en romper la union de los anticuerpos a sus
correspondientes proteinas fijadas a la membrana de
nitrocelulosa. La ruptura puede realizarse incubando Ila

membrana de dos maneras:

e G@Glicina: Incubamos la membrana con una solucion de
glicina 0.5 M pH 2.5 durante 10 min a temperatura

ambiente y bajo agitacion fuerte.

e [B-mercaptoetanol: Incubamos la membrana con un

tampon de eliminacion (Tris-HClI 62.5 mM pH 6.7,
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B-mercaptoetanol 100 mM y SDS 2 %) durante 30 min a

56°C y agitacion fuerte.

Posteriormente se realizaron dos lavados de 10 min con
TBS-T a temperatura ambiente y se comenzo de nuevo con el
bloqueo y la incubacion con anticuerpos (ver apartados 6.4.2
Transferencia a membrana de nitrocelulosa y 6.4.3 Incubacion

con anticuerpos).
7. MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA: CITOMETRIA ESTATICA:

Esta técnica permite analizar y cuantificar de manera
automatica numerosos parametros celulares, mediante Ila
utilizacion de un microscopio de fluorescencia (IX81, Olympus)
acoplado a un ordenador que dispone del software de analisis de

imagenes “ScanR version 2.03.2” (Olympus).

Este método se basa en la utilizacion de la sonda fluorescente
Hoechst 33342 para marcar los nucleos celulares y asi, al
adicionar una segunda sonda fluorescente (para la deteccion del
parametro que queramos estudiar), poder cuantificar y relativizar
esta segunda fluorescencia asociada a la fluorescencia de los

nucleos celulares.

Al contrario que en citometria de flujo, el requisito
indispensable de esta técnica es que debe realizarse con células
adheridas en placas, lo cual supone una ventaja ya que de este
modo evitamos los posibles artefactos que se pueden encontrar al
analizar una suspension de ceélulas adherentes (formacion de
agregados, dano celular producido por el agente enzimatico o
mecanico utilizado para levantar las células de la superficie en

que han crecido, etc.). Por tanto, para realizar estos experimentos
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sembramos las células endoteliales (HUVEC o HUAEC) en placas

de 24 pocillos.
7.1 PRODUCCION DE ERO:

La medida de la produccion de ERO en células endoteliales
(HUVEC o HUAEC) se determiné por citometria estatica utilizando

como sonda fluorescente DCFH-DA (Diclorofluoresceina diacetato).

Esta sonda se rompe intracelularmente debido a la actividad
de esterasas no especificas, formando la DCFH, que es oxidada
por las ERO dando lugar al compuesto fluorescente DCF 121,
Empleamos rotenona como control positivo de la produccion de

ERO.

7.1.1 Protocolo experimental:

Al alcanzar la confluencia, se trataron las células endoteliales
(HUVEC o HUAEC) con ABC o ddI (Figura 13) (ver apartado 2.
Protocolo experimental de tratamiento) o con rotenona (10 uM,
estimulo positivo) (4 h, 37°C). 30 min antes de finalizar las 4 h de
tratamiento, se adicionaron los fluorocromos, Hoechst 33342
(2 pM) para marcar nucleos y DCFH-DA (5 uM) para detectar las
ERO. La placa se incubdé durante estos 30 min a 37°C y

oscuridad.

Los filtros de deteccion de fluorescencia utilizados fueron para

Hoechst 350/50 nm y para DCFH-DA 492/18 nm.
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BLOQUE II: ESTUDIOS IN VIVO

1. MICROSCOPIA INTRAVITAL:

Se emplearon ratas Sprague-Dawley macho (200-250 g)
sometidas a ayuno durante 8 h. Estos animales se anestesiaron
por via intraperitoneal con pentobarbital sodico (65 mg/kg). Se
procedi6 a realizar una traqueotomia para mantener una
adecuada ventilacion pulmonar, una canulacion de la vena
yugular izquierda para la administracion intravenosa de distintas
sustancias (anestesia o farmacos) y de la arteria carotida derecha
para monitorizar la presion arterial media (PAM) mediante un
transductor de presion (Spectramed Stathan P-23XL) conectado a

un poligrafo (GRASS RPS7C8B, Quincy).

A continuacion, se realizoé una incision abdominal empleando
un cauterio, el animal se coloco en posicion supina y se extendio
un segmento del yeyuno medio sobre un pedestal translicido el
cual permite la transiluminacion de un area del mesenterio de
2 cm?. El area seleccionada del mesenterio fue superfundida
continuamente a una velocidad de flujo de 2 mL/min con una
solucion tampon bicarbonatada de pH 7.4 a una temperatura de
37°C. La preparacion mesentérica se observo a través de un
Microscopio Intravital Ortostatico (Nikkon Optiphot-2, SMZ1)
equipado con un objetivo 20x y un ocular 10x, que proyecta las
imagenes a un monitor en color, grabandose estas para su

posterior analisis 77> 122 (Figura 24).
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Figura 24. Montaje del sistema de microscopia intravital. Las imagenes
muestran los diferentes componentes del sistema de microscopia intravital
(A: Bafio termostatico B: Bomba de infusién, C: Videocdmara, D: Pedestal
transldcido con el animal, E: Monitor de ordenador conectado a la videocdmaray a
video, F: “Video Caliper” y “Optical doppler Velocimeter”).

Para realizar el estudio se seleccionaron vénulas mesentéricas
de 25-40 um de diametro y arteriolas de 15-30 um de diametro
(Figura 25).

Figura 25. (A) Aislamiento de una vénula mesentérica de rata. (4) Microvaso a
observar en el microscopio (B) Imagen representativa de una vénula
mesentérica activada. En la imagen también podemos observar dos arteriolas.
V (vénula) y A (arteriola).
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1.1 PARAMETROS LEUCOCITARIOS A DETERMINAR:

¢ Rodamiento o “rolling” leucocitario: Un leucocito en

fase de rodamiento es aquel que circula a una velocidad
inferior a la de los eritrocitos por interaccionar con el
endotelio venular. Se determina contando el ntimero de
leucocitos que enlentecen su velocidad, es decir, que
pueden ser visualizados en un punto de referencia de una
vénula durante un periodo de 1 min. Se expresa en

células/min (Figura 19).

e Velocidad de rodamiento leucocitario: Tiempo requerido

por un leucocito en fase de rodamiento para recorrer
100 um de vaso. Se calcula haciendo la media de la

velocidad de 10 leucocitos consecutivos. Se expresa en

um/s (Figura 19).

e Adhesion leucocitaria: Un leucocito se considera

adherido al endotelio venular o arteriolar si permanece
estacionado o tiene un contacto estable con él durante un
periodo igual o superior a 30 s en 100 pm de vaso. Se

expresa como numero de células adheridas/ 100 um de

vénula o de arteriola (Figura 19).

e Migracion leucocitaria: Numero de leucocitos que se

extravasan de la vénula al tejido circundante. Se expresa

como numero de células/campo (Figura 19).
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1.2 PARAMETROS HEMODINAMICOS A DETERMINAR:

Diametro venular y arteriolar (Dv y Da): Dicho

parametro se determina con un “Video Caliper”

(Microcirculation Research Institute). Se expresa en um.

“Shear rate” (y): Es la fuerza que ejerce la sangre sobre
las paredes venulares. Se expresa en s!y se calcula segin

la definicién newtoniana:

I Y = 8 (Vmean DV-1) S-l I

Donde:
Dv: Diametro de la vénula.

Vmean: Flujo de los eritrocitos. Se calcula como el producto
de la velocidad de los eritrocitos y el area seccional,
asumiendo que el vaso es un cilindro geométrico
(Vimean = Ve 1.6°1). La velocidad de los eritrocitos en el
torrente sanguineo (Vi) se determina con la ayuda de un
“Optical Doppler Velocimeter” (Microcirculation Research

Institute).

Presion arterial media (PAM): Es la presion que ejerce la

sangre contra la pared de las arterias. Se mide con un

transductor de presion. Se expresa en mm Hg.

1.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL:

A los animales se les administr6 por via intraperitoneal
diferentes farmacos ITIAN: ABC (1-10 uM), ddI (5 uM), 3TC
(10 uM), ZDV (5 uM), FTC (10 uM), TDF (1-5 uM) o vehiculo control

(suero fisiologico). Las dosis del farmaco se seleccionaron de
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acuerdo con la literatura, intentando mimetizar las
concentraciones plasmaticas obtenidas en humanos 75 111-113

(Figura 26).

Transcurridas 3 h se anestesiaron los animales, comenzamos
la cirugia y tras un periodo de estabilizacion, a las 4 h se
determinaron los parametros (leucocitarios y hemodinamicos)

anteriormente mencionados.

Tras finalizar los experimentos de microscopia intravital
extrajimos sangre de los animales a través de su vena mesentérica
para la realizacion de los experimentos de citometria de flujo en
sangre de rata (ver apartado 4. Estudio de la expresion de

moléculas de adhesion por citometria de flujo).

3h 1h

p bt
CIRUGIA MEDIDAS

« ABC (1- 10 pM)
¢ ddi (5 uM)

* 3TC (10 M)

* ZDV (5 pM)

* FTC (10 uM)

* TDF (1= 5 pM)

Figura 26. Protocolo experimental de microscopia intravital para la
evaluacion del efecto de los ITIAN sobre la interaccion leucocito-endotelio in
vivo. A los animales se les administré intraperitonealmente (i,p.) distintos
farmacos del grupo ITIAN: Abacavir (ABC), didanosina (ddl), lamivudina (3TC),
zidovudina (ZDV), emtricitabina (FTC) y tenofovir (TDF). Transcurridas 3 h se
realizé6 la cirugia de los animales y tras un periodo de estabilizacion se
determinaron los parametros leucocitarios y hemodinamicos (4 h).
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Para analizar el papel de las moléculas de adhesion en la
interaccion leucocito-endotelio inducida por ABC y ddI se
pre-trataron los animales por via intravenosa (cola) con
anticuerpos frente a Mac-1 (CD11b, 2 mg/Kg), a integrinas 2
(CD18, 1 mg/Kg), a ICAM-1 (CD54, 1 mg/Kg) o con los
anticuerpos control IgGl (1 mg/Kg) e IgA (2 mg/Kg)
(30 min) 122, 123, Posteriormente se procedio a la administracion
intraperitoneal de ABC o ddI (4 h, 37°C). Transcurrido el periodo
de incubacion con el tratamiento antirretroviral se procedid a
realizar la técnica de microscopia intravital descrita anteriormente

(Figura 27).

30 min

el
Y

N

.

3h o h
0 A 0 A

Anticuerpos ITIAN (i.p.) CIRUGIA MEDIDAS
Bloqueantes (i.v.)

Endoteliales |Leucocitarios * ABC (10 pM)
«Anti-CD54 |eAnti-CD11b o ddl (5 puM)
«Anti-CD18

Figura 27. Protocolo experimental de microscopia intravital para evaluar la
implicacion de las moléculas de adhesion en la interaccion leucocito-
endotelio inducida por ABC o ddlI. Pre-tratamiento (30 min) de los animales por
via intravenosa (i.v.) con anticuerpos bloqueantes de moléculas de adhesion
endoteliales (anti-CD54) o leucocitarias (anti-CD11b y anti-CD18) y posterior
tratamiento por via intraperitoneal (i.p.) con abacavir (ABC) o didanosina (ddlI).
Transcurridas 3h se realizé la cirugia de los animales y tras un periodo de se
determinaron los parametros leucocitarios y hemodinamicos (4 h).
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MATERIAL

Los siguientes farmacos

antirretrovirales,

anticuerpos,

animales y reactivos fueron obtenidos de las casas comerciales

que se indican en las tablas 6, 7, 8, 9 y 10 respectivamente.

Tabla 6. FArmacos antirretrovirales.

FARMACO CASA COMERCIAL
Abacavir Sequoia Research Products
Didanosina Sequoia Research Products
Emtricitabina Sequoia Research Products
Lamivudina Sequoia Research Products
Tenofovir Sequoia Research Products
Zidovudina Sequoia Research Products

Tabla 7. Anticuerpos frente a rata.

ANTICUERPO

CASA COMERCIAL

Anticuerpo bloqueante Mouse Anti-Rat CD11b (WT.5)

BD Biosciences

Anticuerpo bloqueante Mouse Anti-Rat CD18 (WT.3)

BD Biosciences

Anticuerpo bloqueante Mouse Anti-Rat CD54 (1A29)

BD Biosciences

Anticuerpo bloqueante Mouse IgG1xk Isotipo Control

BD Biosciences

Anticuerpo bloqueante IgA k Isotipo Control

BD Biosciences

Anticuerpo frente a CD11a conjugado con FITC

BD Biosciences

Anticuerpo frente a CD11b conjugado con FITC

BD Biosciences

Anticuerpo frente a CD18 conjugado con FITC

BD Biosciences

Anticuerpo frente a CD62L conjugado con FITC

BD Biosciences

Anticuerpo frente a CD49d conjugado con FITC

BD Biosciences

Anticuerpo frente a IgG1 Isotipo Control conjugado con FITC

BD Biosciences

Anticuerpo frente a IgGA Isotipo Control conjugado con FITC

BD Biosciences
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Tabla 8. Anticuerpos frente a humano.

ANTICUERPO

CASA COMERCIAL

Anticuerpo bloqueante frente a CD11a (clon m38) Calbiochem
Anticuerpo bloqueante frente a CD11b (clon ICRF44) Calbiochem
Anticuerpo bloqueante frente a CD18 (clon IB4) Calbiochem

Anticuerpo bloqueante frente a CD54

BD Biosciences

Anticuerpo frente a IgG1 Isotipo Control

eBioscience

Anticuerpo frente a CD62E conjugado con PE

BD Biosciences

Anticuerpo frente a CD54 conjugado con PE

BD Biosciences

Anticuerpo frente a CD106 conjugado con FITC

BD Biosciences

Anticuerpo frente a CD11a conjugado con FITC

BD Biosciences

Anticuerpo frente a CD18 conjugado con FITC

BD Biosciences

Anticuerpo frente a CD62L conjugado con FITC

BD Biosciences

Anticuerpo frente a CD11b/Mac-1 conjugado con PE

BD Biosciences

Anticuerpo frente a CD49d conjugado con PE

BD Biosciences

Anticuerpo frente a IgG1 Isotipo k¥ conjugado con PE

BD Biosciences

Anticuerpo Mouse monoclonal anti NF-kB (p65) Invitrogen
Anticuerpo Rabbit policlonal anti [kB-a (C-21): sc-371 Santa Cruz
Anticuerpo Mouse monoclonal anti CD73 (2B6) Abcam
Anticuerpo Mouse monoclonal anti CD39 (AC2) Abcam
Anticuerpo Rabbit anti Nucleolina Sigma
Anticuerpo Rabbit anti Actina Sigma

Tabla 9. Animales.

ANIMALES

CASA COMERCIAL

Ratas Sprague-Dawley macho 200 - 250 g

Charles River Laboratorios
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Tabla 10. Reactivos y material.

REACTIVO CASA COMERCIAL
A317491 Sigma
Acrilamida/bisacrilamida 0.8% Sigma
Agua para cultivos Sigma
Albumina sérica bovina Sigma
Albumina sérica humana (HSA, Albuminate 25 %) Sigma
Apirasa Sigma

ATP Bioluminiscence Kit

Roche Diagnostics

BCA Protein Assay Kit Pierce
Brilliant Blue G pure (BBG) Sigma
CGS-21680 Sigma
Colagenasa Gibco Invitrogen
Cubre de plastico de 25 mm de didmetro Nunc
Dextrano Sigma
Diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) Invitrogen
Dulbecco's PBS con Caz*y Mg?+ (DPBS*) Lonza
Dulbecco's PBS sin Caz* y Mg2+ (DPBS") Lonza

EBM-2 medio de cultivo Lonza

EGTA Sigma
Fibronectina Sigma
Ficoll-Paque TM Plus GE Healthcare
Formalina 10 % Sigma

Gases AirLiquide
HBSS Lonza
Hoechst 33342 Sigma

Hybond ECL membrane de nitrocelulosa

Amersham Pharm. Biotech

Kit ECL GE Healthcare
Kit Supersignal West Femto Pierce
MRS2159 Sigma

NF023 Sigma

oxATP Sigma

PAF Sigma

PBS Gibco Invitrogen
Pentobarbital s6dico Guinama
Precision Plus Protein Standar-Kaleidoscope Bio-Rad
Rotenona Sigma

RPMI 1640 suplementado con 20 mM HEPES Sigma
Scrappers Corning
Solucioén de lisis citometria BD

Solucién de Ponceau Sigma

Suero fetal bovino Lonza

Suero fisioldgico (NaCl 0.9 %) Braun
Suramina Sigma

TNF-o recombinante Sigma

Tripsina

Gibco Invitrogen

Tubos con citrato sédico

BD Vacutainer
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COMITES ETICOS

El Comité Etico del Hospital Clinico Universitario de Valencia
aprobo el proyecto al cual esta adscrito este estudio con muestras
de cordon umbilical o sangre humana y la totalidad de los
pacientes firmaron el consentimiento informado. No existen
diferencias significativas basadas en el sexo, raza o etnia entre los

grupos.

El Comité Etico de Experimentacién Animal de la Universidad
de Valencia aprobé los estudios con animales de experimentacion
realizados. Estos estudios estan en concordancia con las
directrices institucionales para el cuidado y uso de animales de

laboratorio.

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los resultados han sido expresado como media
aritmética £ error estandar de la media (E.E.M.) para un numero
de experimentos = 4. Los resultados han sido analizados mediante
un analisis de varianza One-way ANOVA con la correccion
posterior Newman-Keuls. En todos los casos, se considera que la

diferencia entre grupos es significativa cuando p < 0.05.

En algunos casos, los datos se representan como porcentaje
del control, siendo considerado el control negativo (el valor

obtenido en las células sin tratamiento) como 100 %.
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BLOQUE I ESTUDIOS IN VITRO

1. ANALISIS DEL EFECTO DE FARMACOS ITIAN SOBRE LA
INTERACCION LEUCOCITO-ENDOTELIO:

1.1 EFECTO DE ABC SOBRE LA INTERACCION LEUCOCITO-ENDOTELIO:

Analizamos el efecto de ABC sobre la interaccion leucocito-
endotelio como primer paso en el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares con componente inflamatorio empleando la
técnica de adhesion dinamica en camara paralela de flujo. Para
ello, incubamos las células endoteliales (HUVEC o HUAEC) y los
leucocitos (PMN o PBMC) por separado con concentraciones

crecientes del farmaco (4 h, 37°C).

En primer lugar, evaluamos su efecto sobre la interaccion
PMN/HUVEC. Tras el tratamiento de ambos tipos celulares con
dicho farmaco se produjo un incremento significativo y dosis
dependiente en los parametros de rodamiento (Figura 28B) y
adhesion (Figura 28C) de PMN sobre HUVEC, asi como una
reduccion significativa y dosis dependiente de la velocidad de
rodamiento de estos leucocitos sobre el endotelio venular

(Figura 28A).
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Figura 28. Efecto dosis-respuesta de ABC sobre la velocidad de rodamiento
(A), el rodamiento (B) y la adhesion (C) de PMN sobre endotelio venular.
HUVEC y PMN fueron tratados independientemente con abacavir (ABC, 1-15 uM) o
con su vehiculo (4 h) y los parametros fueron determinados tras el ensamblaje de
la cdmara de flujo. Los resultados estan expresados como la media *+ E.E.M.
(n = 4-6). *p<0.05 6 **p<0.01 respecto al grupo tratado con el vehiculo (ANOVA
seguido de Newman-Keuls como post-test).

Cuando analizamos los efectos de este ITIAN sobre HUVEC y
PBMC, observamos que los PBMC fueron mas sensibles que los
PMN a los efectos del farmaco. En este sentido dosis diez veces
inferiores de ABC produjeron un incremento significativo en los
parametros de rodamiento (Figura 29B) y adhesion (Figura 29C)
de PBMC sobre HUVEC asi como una reduccion significativa en la
velocidad de rodamiento de este tipo de leucocitos sobre el

endotelio venular (Figura 29A).
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Figura 29. Efecto dosis-respuesta de ABC sobre la velocidad de rodamiento
(A), el rodamiento (B) y la adhesion (C) de PBMC sobre endotelio venular.
HUVEC y PBMC fueron tratados independientemente con abacavir (ABC,
0.1-15 uM) o con su vehiculo (4 h) y los parametros fueron determinados tras el
ensamblaje de la camara de flujo. Los resultados son expresados como media *
E.EM. (n = 4-6). **p<0.01 respecto al grupo tratado con el vehiculo (ANOVA
seguido de Newman-Keuls como post-test).

Debido a la importancia de la acumulacion de PBMC en el
endotelio arteriolar como primer paso en el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares con componente inflamatorio y
concretamente en la génesis del proceso aterosclerotico, quisimos
evaluar el efecto de ABC sobre el endotelio arterial, en particular
sobre la interaccion PBMC/HUAEC. Al igual que en el endotelio
venular, dosis diez veces inferiores del farmaco indujeron un
incremento significativo en los parametros de rodamiento (Figura

30B) y adhesion (Figura 30C) de PBMC sobre HUAEC asi como
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una reduccion significativa en la velocidad de rodamiento de este

tipo leucocitario sobre el endotelio arterial (Figura 304A).
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Figura 30. Efecto dosis-respuesta de ABC sobre la velocidad de rodamiento
(A), el rodamiento (B) y la adhesion (C) de PBMC sobre endotelio arterial.
HUAEC y PBMC fueron tratados independientemente con abacavir (ABC, 1-15 uM)
o con su vehiculo (4 h) y los parametros fueron determinados tras el ensamblaje
de la cAmara de flujo. Los resultados son expresados como media * E.E.M. (n = 4-6).
*p<0.05 6 **p<0.01 respecto al grupo tratado con el vehiculo (ANOVA seguido de
Newman-Keuls como post-test).
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1.2 EFECTO DE OTROS FARMACOS ITIAN SOBRE LA INTERACCION
LEUCOCITO-ENDOTELIO:

A continuacion, evaluamos el efecto de otros farmacos
antirretrovirales ITIAN sobre la interaccion leucocito-endotelio
empleando de nuevo la técnica de adhesion dinamica en camara

paralela de flujo.

Incubamos las células endoteliales (HUVEC o HUAEC) y los
leucocitos (PMN o PBMC) por separado con los distintos ITIAN a
dosis clinicamente relevantes. Analizamos el efecto de un analogo
de adenosina (ddI), dos analogos de citidina (3TC y FTC), un
analogo de timidina (ZDV) y un analogo de nucleotido (TDF) (4 h,
37°C).

Unicamente ddI indujo un incremento significativo en los
parametros de rodamiento (Figura 31B) y adhesion (Figura 31C)
de PMN sobre HUVEC, asi como una reducciéon significativa en la
velocidad de rodamiento de este tipo de leucocitos sobre el
endotelio venular (Figura 31A). Los tratamientos con 3TC, ZDV,
FTC y TDF no produjeron modificaciones en dichos parametros

(Figura 31).
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Figura 31. Efecto de diferentes farmacos ITIAN sobre la velocidad de
rodamiento (A), el rodamiento (B) y la adhesion (C) de PMN sobre endotelio
venular. HUVEC y PMN fueron tratados independientemente con didanosina (ddl,
5 uM), lamivudina (3TC, 10 uM), zidovudina (ZDV, 5 pM), emtricitabina (FTC,
10 uM), tenofovir (TDF, 1 uM) o con su vehiculo (4 h) y los parametros fueron
determinados tras el ensamblaje de la camara de flujo. Los resultados son
expresados como media *+ EEM. (n = 4-6). **p<0.01 respecto del valor
correspondiente al grupo tratado con el vehiculo (ANOVA seguido de Newman-
Keuls como post-test).

Posteriormente, analizamos el efecto de estos ITIAN sobre la
interaccion PBMC/HUVEC. Al igual que en el caso de los PMN,
unicamente ddl produjo un incremento tanto del rodamiento
(Figura 32B) como de la adhesion (Figura 32C) de PBMC sobre
HUVEC, asi como una reduccion de la velocidad de rodamiento de
este tipo de leucocitos sobre el endotelio venular (Figura 32A). Los
tratamientos con 3TC, ZDV, FTC y TDF no produjeron variaciones

en ninguno de estos parametros (Figura 32).
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Figura 32. Efecto de diferentes farmacos ITIAN sobre la velocidad de
rodamiento (A), el rodamiento (B) y la adhesion (C) de PBMC sobre endotelio
venular. HUVEC y PBMC fueron tratados independientemente con didanosina
(ddl, 5 uM), lamivudina (3TC, 10 uM), zidovudina (ZDV, 5 uM), emtricitabina (FTC,
10 uM), tenofovir (TDF, 1 uM) o con el vehiculo (4 h) y los pardmetros fueron
determinados tras el ensamblaje de la camara de flujo. Los resultados son
expresados como media * EEM. (n = 4-6). **p<0.01 respecto del valor
correspondiente al grupo tratado con el vehiculo (ANOVA seguido de Newman-
Keuls como post-test).

Finalmente quisimos evaluar el efecto de los distintos ITIAN
sobre el endotelio arteriolar, concretamente sobre la interaccion
PBMC/HUAEC. Observamos que unicamente ddl indujo un
incremento significativo en los parametros de rodamiento
(Figura 33B) y adhesion (Figura 33C) de PBMC sobre HUAEC, asi
como una reduccion significativa en la velocidad de rodamiento de
este tipo leucocitario sobre el endotelio arteriolar (Figura 33A). Los
tratamientos con 3TC, ZDV, FTC y TDF no produjeron

modificaciones en dichos parametros (Figura 33).
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Figura 33. Efecto de diferentes farmacos ITIAN sobre la velocidad de
rodamiento (A), el rodamiento (B) y la adhesion (C) de PBMC sobre endotelio
arteriolar. HUAEC y PBMC fueron tratados independientemente con didanosina
(ddI, 5 uM), lamivudina (3TC, 10 uM), zidovudina (ZDV, 5 uM), emtricitabina (FTC,
10 uM), tenofovir (TDF, 1 uM) o con su vehiculo (4 h) y los parametros fueron
determinados tras el ensamblaje de la camara de flujo. Los resultados son
expresados como media * E.EM. (n = 4-6). **p<0.01 respecto del valor
correspondiente al grupo tratado con el vehiculo (ANOVA seguido de Newman-
Keuls como post-test).
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1.3 ESTUDIO COMPARATIVO DEL EFECTO DE LAS COMBINACIONES DE
ITIAN EMPLEADAS FRECUENTEMENTE EN LA TERAPEUTICA ACTUAL
SOBRE LA INTERACAON LEUCOCITO-ENDOTELIO:

Para finalizar este grupo de experimentos, decidimos realizar
un estudio comparativo del efecto de las dos combinaciones de
ITIAN mas empleadas en la terapéutica actual del VIH (ABC/3TC y
FTC/TDF) sobre la interaccion leucocito-endotelio empleando la

técnica de adhesion dinamica en camara paralela de flujo.

Tratamos las células endoteliales (HUVEC) y los leucocitos
(PMN o PBMC) por separado con las combinaciones ABC/3TC o
FTC/TDF (4 h, 37°C).

La combinacion ABC/3TC produjo un incremento significativo
en los parametros de rodamiento (Figura 34B, E) y adhesion
(Figura 34C, F) de PMN y PBMC respectivamente sobre HUVEC,
asi como una reduccion significativa en la velocidad de
rodamiento de ambos tipos de leucocitos sobre el endotelio
venular (Figura 34A, D). La combinacion FTC/TDF no produjo

variaciones en dichos parametros (Figura 34).
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Figura 34. Efecto de las combinaciones de ITIAN mas empleadas sobre la
velocidad de rodamiento (A, D), el rodamiento (B, E) y la adhesion (C, F) de
PMN y PBMC respectivamente sobre endotelio venular. HUVEC, PMN y PBMC
fueron tratados independientemente con las combinaciones abacavir/lamivudina
(ABC/3TC, 10 uM/10 uM), emtricitabina/tenofovir (FTC/TDF, 10 uM/1 uM) o con
su vehiculo (4 h) y los parametros fueron determinados tras el ensamblaje de la
camara de flujo. Los resultados son expresados como media + E.E.M. (n = 4-6).
**¥p<0.01 respecto del valor correspondiente al grupo tratado con el vehiculo
(ANOVA seguido de Newman-Keuls como post-test).
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2. DETERMINACION DEL EFECTO DE FARMACOS ITIAN
SOBRE LA EXPRESION DE MOLECULAS DE ADHESION:

2.1 ESTUDIO DEL EFECTO DE ABC Y ddI SOBRE LA EXPRESION DE
MOLECULAS DE ADHESION:

2.1.1 Células endoteliales:

Para determinar si ABC y ddI producen una activacion
endotelial, analizamos el efecto de ambos ITIAN (4 h, 37°C) sobre
la expresion de diferentes moléculas de adhesion endoteliales:

E-selectina, ICAM-1 y VCAM-1 mediante citometria de flujo.

Las concentraciones de ABC y ddI evaluadas no modificaron
la expresion de dichas moléculas de adhesion ni en HUVEC

(Figura 35) ni en HUAEC (Figura 36).
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Figura 35. Efecto de ABC y ddI sobre la expresion de las moléculas de
adhesion endoteliales E-selectina (A, D), ICAM-1 (B ,E) y VCAM-1 (C, F) en
células endoteliales procedentes de venas (HUVEC). HUVEC fueron tratadas
con dosis crecientes de abacavir (ABC, 1-15 uM), didanosina (ddI, 3-10 uM), TNF-a
(25 ng/mL) o con su vehiculo (4 h). Los valores de fluorescencia (FITC o PE)
representan el porcentaje de la intensidad de fluorescencia respecto del control
(100 %). Los resultados son expresados como media + E.E.M. (n = 4). **p<0.01
respecto del valor correspondiente al grupo tratado con el vehiculo (ANOVA
seguido de Newman-Keuls como post-test).
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Figura 36. Efecto de ABC y ddl sobre la expresion de las moléculas de
adhesion endoteliales E-selectina (A, D), ICAM-1 (B, E) y VCAM-1 (C, F) en
células endoteliales procedentes de arterias (HUAEC). HUAEC fueron tratadas
con dosis crecientes de abacavir (ABC, 1-15 uM), didanosina (ddI, 3-10 pM), TNF-a
(25ng/mL) o con su vehiculo (4 h). Los valores de fluorescencia (FITC o PE)
representan el porcentaje de la intensidad de fluorescencia respecto del control
(100 %). Los resultados son expresados como media + E.EM. (n = 4). **p<0.01
respecto del valor correspondiente al grupo tratado con el vehiculo (ANOVA
seguido de Newman-Keuls como post-test).
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2.1.2 Leucocitos humanos:

Paralelamente, para determinar si estos farmacos inducen
una activacion leucocitaria, analizamos en sangre procedente de
donantes sanos, el efecto de ABC y ddI (4 h, 37°C) sobre la
expresion de diferentes moléculas de adhesion leucocitarias:
LFA-1 (CD11la), Mac-1 (CD11b), integrinas P2 (CD18), VLA-4
(CD49d) y L-selectina (CD62L) mediante citometria de flujo.

LFA-1 y Mac-1 son moléculas de adhesion tipo integrina (o,
formadas por una subunidad especifica o (CDlla y CD11b
respectivamente) y una subunidad comun de las integrinas tipo B2
(CD18). VLA-4 (CD49d) es una integrina oa4f1 y L-selectina

(CD62L) pertenece a la familia de las selectinas.

Tras el tratamiento con ABC observamos un incremento
significativo y dosis dependiente de la expresion de la subunidad
especifica CD11b en neutréfilos (Figura 37A) y en monocitos
(Figura 37C), asi como de la subunidad comun CD18 en

neutrofilos (Figura 37B) y en monocitos (Figura 37D).
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Figura 37. Efecto dosis-respuesta de ABC sobre la expresion de las moléculas
de adhesion leucocitarias CD11b (A, C) y CD18 (B, D) en neutrofilos y
monocitos respectivamente. La sangre fue tratada con concentraciones
crecientes de abacavir (ABC, 1-10 uM), con su vehiculo (4 h) o con PAF (10 uM,
1 h). Los valores de fluorescencia (FITC o PE) representan el porcentaje de la
intensidad de fluorescencia respecto del control (100 %). Los resultados son

7

expresados como media * E.E.M. (n = 4-6). *p<0.05 6 **p<0.01 respecto del valor
correspondiente al grupo tratado con el vehiculo (ANOVA seguido de Newman-
Keuls como post-test).

Sin embargo, las dosis evaluadas de ABC no tuvieron efectos
sobre las siguientes subunidades: CD1la en neutroéfilos (ABC
10 uM: 102.9 £ 2.6 %) y en monocitos (ABC 10 uM: 106.9 £ 6.6 %),
CD49d en neutrofilos (ABC 10 uM: 99.5 £ 0.5 %) y en monocitos
(ABC 10 uM: 100.1 £ 5.1 %), CD62L en neutrofilos (ABC 10 uM:
105.2 £ 7.4 %) y en monocitos (ABC 10 uM: 103.4 £ 7.3 %). Estos
porcentajes indican la media de la intensidad de fluorescencia

respecto del control (100 %).
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Tampoco se observaron cambios en la expresion de ninguna
de las moléculas de adhesion a nivel de la poblacion linfocitaria:
CDl11la (ABC 10 uM: 98.2 = 0.7 %), CD11b (ABC 10 uM: 101.3 +
0.8 %), CD18 (ABC 10 uM: 102.2 £ 2.8 %), CD49d (ABC 10 uM:
96.2 + 1.9 %) y CD62L (ABC 10 puM: 101.4 £ 1.1 %). Estos
porcentajes indican la media de la intensidad de fluorescencia

respecto del control (100 %).

Resultados similares se obtuvieron tras el tratamiento de las
muestras sanguineas con ddIl. Este ITIAN indujo un incremento
significativo y dosis dependiente de la expresion de la subunidad
especifica CD11b en neutréfilos (Figura 38A) y en monocitos
(Figura 38C), asi como de la subunidad comun CD18 en

neutroéfilos (Figura 38B) y en monocitos (Figura 38D).
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Figura 38. Efecto dosis-respuesta de ddI sobre la expresion de las moléculas
de adhesion leucocitarias CD11b (A, C) y CD18 (B, D) en neutrofilos y
monocitos respectivamente. La sangre fue tratada con dosis crecientes de
didanosina (ddl, 3-10 pM), con su vehiculo (4 h) o con PAF (10 uM, 1 h). Los
valores de fluorescencia (FITC o PE) representan el porcentaje de la intensidad de
fluorescencia respecto del control (100 %). Los resultados son expresados como
media * E.E.M. (n = 4-6). *p<0.05 6 **p<0.01 respecto del valor correspondiente al
grupo tratado con el vehiculo (ANOVA seguido de Newman-Keuls como post-test).
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Las dosis evaluadas de ddl no tuvieron efectos sobre las
siguientes subunidades: CD11la en neutrofilos (ddl 5 uM: 98.1 +
2.9 %) y en monocitos (ddl 5 uM: 107.4 £ 5.1 %), CD49d en
neutroéfilos (ddI S uM: 100.2 + 0.5 %) y en monocitos (ddI S uM:
97.6 £ 2.8 %), CD62L en neutroéfilos (ddI 5 uM: 109.8 + 2.7 %) y en
monocitos (ddl 5 uM: 105.9 + 3.2 %). Estos porcentajes indican la
media de la intensidad de fluorescencia respecto del control

(100 %).

Tampoco se observaron cambios en la expresion de ninguna
de las moléculas de adhesion a nivel de la poblacion linfocitaria:
CDl11la (ddI 5 uM: 97.9 £ 3.1 %), CD11b (ddI S uM: 96.3 = 9.1 %),
CD18 (ddI 5 uM: 92.2 + 9.2 %), CD49d (ddI 5 uM: 94.9 £ 5.5 %) y
CD62L (ddI 5 uM: 97.6 = 3.3 %). Estos porcentajes indican la
media de la intensidad de fluorescencia respecto del control

(100 %).

Estos resultados sugieren que ABC y ddl inducen un
aumento de la expresion de la integrina leucocitaria Mac-1

(CD11b/CD18).

2.2 ESTUDIO DEL EFECTO DE OTROS ITIAN SOBRE LA EXPRESION DE
MOLECULAS DE ADHESION:

2.2.1 Células endoteliales:

Evaluamos el efecto de otros ITIAN empleados frecuentemente
en la terapéutica antirretroviral actual: 3TC, FTC y TDF (4 h,
37°C) sobre la expresion de las moléculas de adhesion endoteliales
E-selectina, ICAM-1 y VCAM-1 en HUVEC mediante citometria de
flyjo.
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La expresion de dichas moléculas no se vio modificada por las

concentraciones evaluadas de ninguno de los ITTAN mencionados
(Tabla 11).

Tabla 11. Efecto de diferentes farmacos ITIAN sobre la expresion de las
moléculas de adhesion endoteliales E-selectina, ICAM-1 y VCAM-1 en células
endoteliales procedentes de venas (HUVEC).

MOLECULAS DE ADHESION EN HUVEC, % vs. control (4 h)
3TC FTC TDF
(10 pM) (10 pM) (1 uMm)
E-selectina | 111.4+18.8 103.9+3.0 102.2+2.3
ICAM-1 89.3+97 102.9+5.7 105.7+7.4
VCAM-1 103.8+6.1 109.1+5.6 109.0+5.6

HUVEC fueron tratadas con concentraciones clinicas de los distintos ITIAN;
lamivudina (3TC, 10 uM), emtricitabina (FTC, 10 uM) y tenofovir (TDF, 1 uM) o con
su vehiculo (4 h). Los valores de fluorescencia (FITC o PE) representan el
porcentaje de la intensidad de fluorescencia respecto del control (100 %). Los
resultados son expresados como media * E.EM. (n = 4). (ANOVA seguido de
Newman-Keuls como post-test).

2.2.2 Leucocitos humanos:

Paralelamente, determinamos si dichos farmacos ITIAN
afectan a la expresion de moléculas de adhesion leucocitarias,
concretamente a: LFA-1 (CD11a), Mac-1 (CD11b), integrinas [2
(CD18), VLA-4 (CD49d) y L-selectina (CD62L).

Tratamos sangre procedente de donantes sanos con

concentraciones clinicas de 3TC, FTC y TDF (4 h, 37°C).

La expresion de dichas moléculas de adhesion no se vio
modificada por las concentraciones evaluadas de estos ITIAN en

ninguna de las poblaciones leucocitarias (Tabla 12).
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Tabla 12. Efecto de diferentes farmacos ITIAN sobre la expresion de
moléculas de adhesion leucocitarias (CD11a, CD11b, CD18, CD49d y CD62L)

en neutroéfilos (A), monocitos (B) y linfocitos (C).

A MOLECULAS DE ADHESION EN NEUTROFILOS, % vs. control (4 h)
3TC FTC TDF
(10 um) (10 um) (1 pM)
CD11a 97.9+3.1 96.8+ 2.4 96.2+2.6
CD11b 96.3+9.1 96.3+10.3 103.3+13.4
CD18 92.18+9.2 96.8+4.1 96.3+5.7
CD49d 949+55 99.7+0.3 99.8+0.3
CD62L 949466 947+6.1 936+5.0
B - -
MOLECULAS DE ADHESION EN MONOCITOS, % vs. control (4 h)
3TC FTC TDF
(10 um) (10 um) (1 pM)
CD1la 102.8+ 8.0 99.1+4.2 105.6+ 4.6
CD11b 87.5+17.7 98.9+19.0 85.0+18.9
CD18 92.0+5.3 99.2+6.1 92.5+5.2
CD49d 102.6+ 0.4 102.4+3.2 97.8+3.5
CD62L 93.8+10.0 97.4+10.4 96.4+ 8.6
c - -
MOLECULAS DE ADHESION EN LINFOCITOS, % vs. control (4 h)
3TC FTC TDF
(10 uMm) (10 uMm) (1 pM)
CD1la 97.4+3.2 92.2+2.4 92.7+2.7
CD11b 99.8+3.0 100.3+ 0.5 99.9+0.3
CD18 93.3+6.4 109.6+ 10.8 96.1+3.8
CD49d 100.6 + 4.2 113.2+8.8 112.0+8.7
CD62L 111.9+4.6 94.7 +6.1 93.6+4.9

La sangre fue tratada con concentraciones clinicas de lamivudina (3TC, 10 uM),
emtricitabina (FTC, 10 uM), tenofovir (TDF, 1 uM) o con su vehiculo (4 h). Los
valores de fluorescencia (FITC o PE) representan el porcentaje de la intensidad de
fluorescencia respecto del control (100 %). Los resultados son expresados como
media * E.E.M. (n =4). (ANOVA seguido de Newman-Keuls como post-test).

139



V.RESULTADOS

3. ESTUDIO DE LA PARTICIPACION DE LAS MOLECULAS DE
ADHESION EN LA INTERACCON LEUCOCITO-ENDOTELIO
INDUCIDA POR ABC Y ddI:

Mac-1, molécula de adhesion tipo integrina (2, se caracteriza
por poseer una subunidad especifica a (CD11b) y una subunidad
comun a las integrinas 32 (CD18). Aunque tiene mas ligandos, su
receptor principal en el endotelio es ICAM-1 (CD54), el cual es

expresado de forma constitutiva.

Debido a que se produce un aumento en la expresion de la
integrina leucocitaria Mac-1 (CD11b/CD18) inducida tanto por
ABC como por ddI y con el fin de determinar su implicacién en la
interaccion leucocito-endotelio inducida por estos farmacos,
empleamos la técnica de adhesion dinamica en camara paralela de
flujo, pero en esta ocasion utilizando anticuerpos bloqueantes
frente a las moléculas de adhesion leucocitarias LFA-1 (CD11a),
Mac-1 (CD11b), integrinas P2 (CD18), asi como frente a la
molécula de adhesion endotelial ICAM-1 (CDS54) por ser el
principal ligando de Mac-1.

La interaccion leucocito (PMN y PBMC)-endotelio inducida
tanto por ABC (Figura 39) como por ddl (Figura 40), fue
completamente bloqueada con el pre-tratamiento con anticuerpos
frente a CD11b, CD18 o ICAM-1, pero no por el anticuerpo frente
a CD11a. Estos resultados indican que la interaccion entre Mac-1
(CD11b/CD18) e ICAM-1 es la responsable de la acumulacion

leucocitaria inducida por estos ITIAN.
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Figura 39. Efecto del bloqueo de las moléculas de adhesion LFA-1
(CD11a/CD18), Mac-1 (CD11b/CD18) o ICAM-1 (CD54) sobre la velocidad de
rodamiento (A, D), rodamiento (B, E) y adhesion (C, F) de PMN y PBMC
respectivamente sobre el endotelio venular inducidos por ABC. PMN y PBMC
(anti-CD11a, anti-CD11b o anti-CD18) o HUVEC (anti-CD54) fueron tratados
independientemente con los anticuerpos bloqueantes (30 min) y posteriormente
con abacavir (ABC, 10 uM) o su vehiculo (4 h). Los resultados son expresados
como media = E.E.M. (n = 4-6). *p<0.05, **p<0.01 respecto al grupo tratado con el
vehiculo, *p<0.05, **p<0.01 respecto al grupo tratado con ABC (ANOVA seguido de
Newman-Keuls como post-test).
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Figura 40. Efecto del bloqueo de las moléculas de adhesion LFA-1
(CD11a/CD18), Mac-1 (CD11b/CD18) o ICAM-1 (CD54) sobre la velocidad de
rodamiento (A, D), rodamiento (B, E) y adhesion (C, F) de PMNs y PBMCs
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independientemente con los anticuerpos bloqueantes (30 min) y posteriormente
con didanosina (ddI, 5 uM) o su vehiculo (4 h). Los resultados son expresados
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4. PROFUNDIZACION EN EL ESTUDIO DEL PAPEL DEL
ENDOTELIO EN ESTA RESPUESTA:

4.1 ANALISIS DEL TIPO CELULAR IMPLICADO (ENDOTELIO O
LEUCOCITO) EN LA INTERACCON LEUCOCITO-ENDOTELIO

INDUCIDA POR ABC:

Debido a que ABC induce activacion leucocitaria pero no
endotelial cabria pensar que uUnicamente los leucocitos estan
ejerciendo un papel activo en la acumulacion leucocitaria inducida
por este farmaco. Sin embargo, cuando analizamos el papel de las
moléculas de adhesion en este proceso observamos que ICAM-1
constitutiva también esta implicada, por lo que quisimos
profundizar en el papel de la célula endotelial en esta respuesta.
Para ello, incubamos con este farmaco un unico tipo celular (o las
células endoteliales o los leucocitos) o ambos evaluando asi si este
ITIAN afecta al endotelio, a los leucocitos o a ambos tipos celulares
utilizando la técnica de adhesion dinamica en camara paralela de

flujo.

Tanto en la interaccion PMN/HUVEC (Figura 41A, B, C) como
PBMC/HUVEC (Figura 41D, E, F), observamos que ABC afecta al
endotelio y a los leucocitos. Este ITIAN induce un incremento
estadisticamente significativo en los parametros de rodamiento
(Figura 41B, E) y adhesion (Figura 41C, F), asi como una
reduccion  significativa en la velocidad de rodamiento
(Figura 41A, D) de PMN y PBMC respectivamente, tras el
tratamiento TUnicamente del endotelio, Unicamente de los
leucocitos o de ambos tipos celulares. Por tanto y aunque ABC

parece afectar en mayor medida a los leucocitos, estos resultados
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indican que el endotelio también estaria implicado en las

interacciones leucocito-endotelio inducidas por ABC.
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Figura 41. Efecto de ABC sobre la velocidad de rodamiento (A, D), el
rodamiento (B, E) y la adhesion (C, F) de PMN y PBMC respectivamente tras el
tratamiento de un unico tipo celular (endotelio o leucocito) o de ambos.
HUVEC, PMN y PBMC fueron tratados independientemente con abacavir (ABC,
15 uM) o su vehiculo (4 h). Los resultados son expresados como media + E.E.M.
(n = 4-6). *p<0.05, **p<0.01 respecto al grupo tratado con el vehiculo. *p<0.05
respecto del grupo HUVEC tratado con ABC (ANOVA seguido de Newman-Keuls
como post-test).
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4.2 PRODUCCION DE ERO EN CELULAS ENDOTELIALES TRAS SU
TRATAMIENTO CON ABC O ddl:

Cuando el endotelio vascular es danado, se inicia una
respuesta inflamatoria endotelial, la cual se caracteriza entre otras
muchas reacciones por desencadenar la liberacion de distintos

mediadores proinflamatorios asi como por la produccion de ERO.

Como hemos descrito en el apartado anterior, ABC afecta
tanto a los leucocitos como al endotelio, por lo que quisimos
evaluar si este efecto a nivel endotelial es promovido por la

liberacion de ERO.

Asi, evaluamos la produccion de ERO en células endoteliales
(HUVEC o HUAEC) tras su tratamiento con ABC y ddI (4 h, 37°C)
por citometria estatica mediante un microscopio de fluorescencia,

utilizando como sonda DCFH-DA.

Observamos que la incubacion de HUVEC con ABC o ddI
produce un aumento significativo y dosis dependiente de la
intensidad de fluorescencia, es decir, un aumento del producto
resultante de la metabolizacion de la sonda DCFH-DA, el DCF. Por
lo que el tratamiento con ABC (Figura 42A) o con ddI (Figura 42B)
promueve la produccion de ERO en células de endotelio venular.
Resultados similares fueron observados al tratar células de
endotelio arterial (HUAEC) con ABC (Figura 43A) o con ddI
(Figura 43B).
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Figura 42. Produccion de ERO en HUVEC inducida por ITIAN. HUVEC fueron
tratadas con abacavir (ABC, 0.5-15 uM), didanosina (ddl, 1-10 uM), rotenona (ROT,
10 uM) o su vehiculo (4 h) e incubadas con la sonda DCFH-DA durante los ultimos
30 min de tratamiento. La figura muestra una imagen representativa y la
cuantificacion de la produccion de ERO en HUVEC inducida por ABC (A) o ddI (B).
Los valores de fluorescencia representan el porcentaje de la intensidad de
fluorescencia respecto del control (100 %). Los resultados son expresados como
media + EEEM. (n = 4-5). *p<0.05, **p<0.01 respecto al grupo tratado con el
vehiculo (ANOVA seguido de Newman-Keuls como post-test).

146



V.RESULTADOS

A

Veh

HUAEC

ABC 10 pM

3001
200

200
1504

100 -+ - v-

ERO HUAEC
(% del control)

50

0.5 1 5 10 15

Rotenona 10 uM

.........

¥
X
X
SRR

S
% %
R

RN
3
N

WA

N
)

AN

=
N
SRR
RN
SRR

3

=
3

R
R

N
%
N

=
R
R
R

ABC (uM)

Veh ddl 5 uM

3001
200
200

dek

*%x

-

o

=]
I
*

ERO HUAEC
(% del control)
A
(=]
(=]
T

50

25
o
b
Vo
25592221
V2
b

RN

R
N
TN R
R R T
SR

RN

SRRNINN

%54

RIS

NN

RN

AR

RS

NI

1 3 5 10
ddi (uM)

Figura 43. Produccion de ERO en HUAEC inducida por ITIAN. HUAEC fueron
tratadas con abacavir (ABC, 0.5-15 uM), didanosina (ddl, 1-10 uM), rotenona (ROT,
10 uM) o su vehiculo (4 h) e incubadas con la sonda DCFH-DA durante los ultimos
30 min de tratamiento. La figura muestra una imagen representativa y la
cuantificacion de la producciéon de ERO en HUAEC inducida por ABC (A) o ddI (B).
Los valores de

fluorescencia representan el porcentaje de la intensidad de

fluorescencia respecto del control (100 %). Los resultados son expresados como
media + E.EEM. (n = 4-5). *p<0.05, **p<0.01 respecto al grupo tratado con el
vehiculo (ANOVA seguido de Newman-Keuls como post-test).
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4.3 DETERMINACION DEL EFECTO DE ABC SOBRE LOS FACTORES DE
TRANSCRIPCION IKB-o Y NF-KB EN CELULAS ENDOTELIALES:

En procesos inflamatorios, el aumento en la produccion de
ERO promueve la translocacion de factores de transcripcion
proinflamatorios al nucleo donde se inicia la transcripcion de
genes y la subsecuente traduccion del mARN en distintas

moléculas de adhesion y/o moléculas proinflamatorias.

NF-kB es uno de los factores de transcripcion nuclear
presentes en la mayoria de las patologias que cursan con
inflamacion vascular, por lo que es empleado frecuentemente
como marcador o indicador del proceso inflamatorio. Por lo tanto,
bajo condiciones proinflamatorias se produce la translocacion de
NF-kB al nucleo, asi como la desaparicion en el citosol de su
inhibidor IkB-a, el cual es fosforilado y degradado para permitir la

translocacion del NF-kB al nucleo.

Debido al hecho de que ABC promueve la produccion de ERO
en el endotelio vascular, evaluamos si este ITIAN favorece la
translocacion de NF-kB al nucleo, asi como la desaparicion en el

citosol de su inhibidor, IxkB-a mediante western blot.

ABC produjo una reduccion significativa y concentracion
dependiente de IkB-a en el citosol (Figura 44A, C), asi como un
incremento significativo de NF-kB en el nucleo (Figura 44B, D) en

HUVEC y HUAEC respectivamente.
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Figura 44. Efecto de ABC sobre los niveles de proteina IkB-a en el citosol (A,
C) y NF-kB en el nicleo (B, D) en HUVEC y HUAEC respectivamente. HUVEC y
HUAEC fueron tratados con abacavir (ABC, 0.5-15 puM), TNF-a (25 ng/mL) o con su
vehiculo (4 h). La figura muestra una imagen representativa y la cuantificacion de
los niveles de IkB-a citosdlico y NF-kB nuclear en HUVEC y HUAEC tras su
tratamiento con ABC. Los valores representan el porcentaje de la cuantificacién de
luminiscencia respecto del control (100 %). Los resultados son expresados como
media + E.E.M. (n = 4). *p<0.05, **p<0.01 respecto al grupo tratado con el vehiculo
(ANOVA seguido de Newman-Keuls como post-test).
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4.4 DETERMINACION DE LA EXPRESION DE MOLECULAS DE ADHESION
EN CELULAS ENDOTELIALES TRAS SU TRATAMIENTO CON ABC O
ddI A TIEMPOS MAS LARGOS:

Tras observar que el endotelio participa de forma activa en la
acumulacion leucocitaria inducida por ABC y que tras su
tratamiento con este ITIAN aumento la liberacion de ERO y la
translocacion de NF-kB al nucleo tanto en HUVEC como en
HUAEC, nos planteamos estudiar de nuevo la expresion de
moléculas de adhesion endoteliales pero con tratamientos mas

prolongados (24 h, 37°C).

Para ello, analizamos el efecto de ABC o ddl sobre la
expresion de diferentes moléculas de adhesion endoteliales:
E-selectina, ICAM-1 y VCAM-1 a 24 h mediante citometria de
flujo.

Con este tratamiento mas prolongado, se observo un
aumento de la expresion de ICAM-1 con ambos ITIAN en HUVEC
(Figura 45) y en HUAEC (Figura 46).
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Figura 45. Efecto de ABC y ddI a 24 h sobre la expresion de las moléculas de
adhesion endoteliales E-selectina (A, D), ICAM-1 (B, E) y VCAM-1 (C, F) en
células endoteliales procedentes de vena (HUVEC). HUVEC fueron tratadas con
dosis crecientes de abacavir (ABC, 1-15 puM), didanosina (ddl, 3-10 uM), TNF-a
(25 ng/mL) o con su vehiculo (24 h). Los valores de fluorescencia (FITC o PE)
representan el porcentaje de la intensidad de fluorescencia respecto del control
(100 %). Los resultados son expresados como media + E.EM. (n = 4). *p<0.05,
*#p<0.01 respecto al grupo tratado con el vehiculo (ANOVA seguido de Newman-
Keuls como post-test).
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Figura 46. Efecto de ABC y ddI a 24 h sobre la expresion de las moléculas de
adhesion endoteliales E-selectina (A, D), ICAM-1 (B, E) y VCAM-1 (C, F) en
células endoteliales procedentes de arteria (HUAEC). HUAEC fueron tratadas
con dosis crecientes de abacavir (ABC, 1-15 pM), didanosina (ddl, 3-10 uM), TNF-a
(25 ng/mL) o con su vehiculo (24 h). Los valores de fluorescencia (FITC o PE)
representan el porcentaje de la intensidad de fluorescencia respecto del control
(100 %). Los resultados son expresados como media + E.EM. (n = 4). *p<0.05,
*#p<0.01 respecto al grupo tratado con el vehiculo (ANOVA seguido de Newman-
Keuls como post-test).
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5. ESTUDIO DE LA IMPLICACION DE LA RUTA DEL ATP EN LA
INTERACCION LEUCOCITO-ENDOTELIO INDUCIDA POR
ABCY ddr:

ABC y ddI son los unicos ITIAN evaluados que promueven la
interaccion leucocito-endotelio. Ambos farmacos poseen una
estructura quimica comun: son analogos de bases puricas, ABC
de guanina y ddIl de adenina. Sin embargo, el resto de los ITIAN
evaluados son analogos de bases pirimidinicas o analogos de

nucleotidos y no inducen acumulacion leucocitaria.

Debido a la analogia estructural de ABC y ddI pensamos que
podria existir una relacion entre la estructura de estos
compuestos y su actividad y por ello consideramos que podrian
estar afectando a la ruta de senalizacion de las purinas. Asi ATP y
ADP se transforman en adenosina mediante las enzimas
E-NTPDasa (CD39) y ecto-5'-nucleotidasa (CD73). La adenosina
tiene efectos protectores sobre inflamacion vascular (prevencion de
la formacion de coagulos y la oclusion del vaso) mientras que ATP
y ADP son moléculas proinflamatorias que promueven vias
protromboticas. Por tanto, el tratamiento con ABC o ddl podria
afectar a estas enzimas aumentando los niveles de ATP y ADP y

disminuyendo los de adenosina.

Por ello, cuantificamos los niveles de ATP intracelular
empleando un ensayo de bioluminiscencia y los niveles de las

proteinas CD73 y CD39 mediante western blot.
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5.1 CUANTIFICACION DE ATP INTRACELULAR:
5.1.1 Células endoteliales:

El tratamiento de HUVEC o HUAEC tanto con ABC como con
ddl (4 h, 37°C) produjo un incremento significativo y dosis

dependiente de los niveles de ATP intracelulares (Figura 47).

HUVEC HUAEC

ATP HUVEC
(% del control)
ATP HUAEC
(% del control)

0.5 1 5 10 15 1 5 10 0.5 1 5 10 15 1 5 10
ABC (uM) dd! (uM) ABC (uM) dd! (uM)

Figura 47. Efecto de ABC y ddI sobre los niveles de ATP intracelular en
células endoteliales. HUVEC (A) o HUAEC (B) fueron tratadas con abacavir (ABC,
0.5-15 pM), didanosina (ddIl, 1-10 uM) o su vehiculo (4 h). Los valores representan
el porcentaje de la intensidad de bioluminiscencia respecto del control (100 %).
Los resultados son expresados como media + E.E.M. (n = 5). *p<0.05, **p<0.01
respecto al grupo tratado con el vehiculo (ANOVA seguido de Newman-Keuls
como post-test).

5.1.2 Leucocitos:

La incubacion de leucocitos (PMN y PBMC) con ABC o ddI
4 h, 37°C) produjo un incremento significativo y dosis

dependiente de los niveles de ATP intracelulares (Figura 48).
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ATP PMN
(% del control)
ATP PBMC
(% del control)

0.5 1 5 10 15 1 5 10 . 0.5 1 5 10 15 1 5 10
ABC (uM) ddl (uM) ABC (M) ddl (uM)

Figura 48. Efecto de ABC y ddI sobre los niveles intracelulares de ATP en PMN
(A) o PBMC (B). PMN o PBMC fueron tratadas con abacavir (ABC, 0.5-15 uM),
didanosina (ddl, 1-10 uM) o su vehiculo (4 h). Los valores representan el
porcentaje de la intensidad de bioluminiscencia respecto del control (100 %). Los
resultados son expresados como media + E.E.M. (n = 5). *p<0.05, **p<0.01 respecto
al grupo tratado con el vehiculo (ANOVA seguido de Newman-Keuls como
post-test).

5.2 DETERMINACION DE LOS NIVELES DE PROTEINAS CD73 Y CD39:;

5.2.1 Células endoteliales:

El tratamiento de ambos tipos de células endoteliales con
ABC, produjo una reduccion significativa y dosis dependiente de
la expresion de la enzima CD73 en HUVEC (Figura 49A) y en
HUAEC (Figura 49C). Sin embargo, no observamos cambios en la
expresion de CD39 en ninguno de los dos tipos de endotelio

(Figura 49B, D).
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Figura 49. Efecto de ABC sobre los niveles de proteinas CD73 y CD39 en
células endoteliales. HUVEC o HUAEC fueron tratadas con abacavir (ABC,
0.5-15 uM), TNF-a (25 ng/mL) o su vehiculo (4 h). La figura muestra una imagen
representativa y la cuantificacion de los niveles de proteinas CD73 (A, C) y CD39
(B, D) en HUVEC o HUAEC respectivamente tras su tratamiento con ABC. Los
valores representan el porcentaje de la cuantificacion de luminiscencia respecto
del control (100 %). Los resultados son expresados como media + E.E.M. (n = 5-6).
*p<0.05, **p<0.01 respecto al grupo tratado con el vehiculo (ANOVA seguido de

Newman-Keuls como post-test).
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5.2.2 Leucocitos:

Al igual que en el endotelio, observamos que ABC indujo una
reduccion significativa y dosis dependiente de la expresion de la
enzima CD73 en PMN (Figura 50A) y PBMC (Figura 50B). Con
respecto a CD39, esta proteina no fue detectada en PMN, mientras

que en PBMC no observamos variaciones en su expresion

(Figura 50C).
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Figura 50. Efecto de ABC sobre los niveles de proteinas CD73 y CD39 en
leucocitos. PMN o PBMC fueron tratadas con abacavir (ABC, 0.5-15 puM), su
vehiculo (4 h) o con PAF (10 pM, 1 h). La figura muestra una imagen representativa
y la cuantificacion de los niveles de proteinas CD73 (A, B) en PMN o PBMC
respectivamente y CD39 (C) en PBMC tras su tratamiento con ABC. Los valores
representan el porcentaje de la cuantificacién de luminiscencia respecto del
control (100 %). Los resultados son expresados como media * E.EM. (n = 4).
*p<0.05, **p<0.01 respecto al grupo tratado con el vehiculo (ANOVA seguido de
Newman-Keuls como post-test).
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5.3 ANALISIS DE LA IMPLICACION DEL ATP Y SUS RECEPTORES EN LA
INTERACCON LEUCOCITO-ENDOTELIO INDUCIDA POR ABC:

ABC, tanto en endotelio como en leucocitos, induce un
aumento de los niveles de ATP intracelulares y reduce la expresion
de la proteina CD73, enzima implicada en la ruta de degradacion

del ATP.

Debido a estos resultados nos planteamos evaluar Ila
implicacion funcional del ATP y de sus receptores en la interaccion
leucocito-endotelio inducida por ABC empleando la técnica de
adhesion dinamica en camara paralela de flujo y pre-tratando
tanto las células endoteliales como los leucocitos con diferentes
antagonistas de los receptores de ATP, con un farmaco que
hidroliza el ATP, con un quelante de Ca2* o con un agonista de los

receptores de adenosina.

La interaccion leucocito—endotelio inducida por ABC fue
completamente abolida cuando pre-tratamos ambos tipos
celulares con un antagonista no selectivo de los receptores de ATP
(suramina), con diferentes antagonistas del receptor de ATP P2X7
(0xATP y BGG), con un compuesto que hidroliza el ATP (apirasa),
con un quelante del Ca2* (EGTA) o con un agonista de los
receptores de adenosina Aza (CGS-21680) tanto en PMN (Figura
51) como en PBMC (Figura 52). Sin embargo, no observamos
ninguna modificacion cuando adicionamos antagonistas de otros
receptores de ATP diferentes del P2X7: antagonista del receptor de
ATP P2X; (MRS2159), antagonista de los receptores P2X;.4 (NF023)
o antagonista de los receptores de P2X3 y P2X5,3 (A317491).
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Estos resultados demuestran el papel clave que ejerce el ATP

a través de sus receptores P2X7 en la interaccion leucocito-

endotelio inducida por ABC.
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Figura 51. Efecto del bloqueo de distintos receptores y pasos de la ruta de
degradacion del ATP sobre la velocidad de rodamiento (A), rodamiento (B) y

adhesion (C) de PMN

inducida por ABC. HUVEC y PMN fueron tratados

independientemente con oxATP, BGG, MRS2159, NF023, A317491, apirasa o EGTA (30
min) o con suramina o CGS-21680 (1 h) previo al tratamiento con abacavir (ABC, 10 uM) o
su vehiculo (4 h). Los resultados son expresados como media * E.EM. (n = 3). **p<0.01
respecto al grupo tratado con el vehiculo. +*p<0.01 respecto al grupo tratado con ABC
(ANOVA seguido de Newman-Keuls como post-test).
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Figura 52. Efecto del bloqueo de distintos receptores y pasos de la ruta de
degradacion del ATP sobre la velocidad de rodamiento (A), rodamiento (B) y
adhesion (C) de PBMC inducida por ABC. HUVEC y PBMC fueron tratados
independientemente con oxATP, BGG, MRS2159, NF023, A317491, apirasa o EGTA
(30 min) o con suramina o CGS-21680 (1 h) previo al tratamiento con abacavir
(ABC, 10 uM) o su vehiculo (4 h). Los resultados son expresados como media *
E.EM. (n = 3). **p<0.01 respecto al grupo tratado con el vehiculo. *p<0.01
respecto al grupo tratado con ABC (ANOVA seguido de Newman-Keuls como

post-test).
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BLOQUE II: ESTUDIOS IN VIVO

1. ESTUDIO DEL EFECTO DE FARMACOS ITIAN SOBRE LA
INTERACCION LEUCOCITO-ENDOTELIO:;

Con el fin de darle mayor relevancia fisiologica a nuestros
resultados, evaluamos el efecto de ABC, ddI, 3TC, ZDV, FTC y TDF
sobre la interaccion leucocito-endotelio en un modelo animal in
vivo empleando la técnica de microscopia intravital en mesenterio

de rata.

En vénulas, ABC produjo un incremento significativo y dosis
dependiente en los parametros de rodamiento (Figura 53B),
adhesion (Figura 53C) y migracion (Figura S3D) leucocitarios asi
como una reduccion de la velocidad de rodamiento leucocitaria
(Figura S53A). Con respecto al resto de ITIAN evaluados,
Unicamente en el caso de ddl observamos resultados similares a
los obtenidos en ratas tratadas con ABC (Figura 53). Sin embargo,
los tratamientos con 3TC, ZDV, FTC y TDF no produjeron
modificaciones en ninguno de los parametros leucocitarios

evaluados (Figura 53).
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Figura 53. Efecto de diferentes ITIAN sobre la velocidad de rodamiento (A), el
rodamiento (B), la adhesion (C) y la migracion (D) leucocitarios en vénulas
mesentéricas. Las ratas fueron tratadas intraperitonealmente con abacavir (ABC,
1-10 puM), didanosina (ddl, 5 pM), lamivudina (3TC, 10 puM), zidovudina (ZDV,
5 uM), emtricitabina (FTC, 10 uM), tenofovir (TDF, 1-5 pM) o con su vehiculo (4 h).
Los resultados son expresados como media + E.E.M. (n = 4-6). **p<0.01 respecto
del valor correspondiente al grupo tratado con el vehiculo (ANOVA seguido de
Newman-Keuls como post-test).
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Ademas, ABC y ddlI, pero no 3TC, ZDV, FTC o TDF produjeron

un incremento significativo de la adhesion arteriolar (Figura 54).
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Figura 54. Efecto de diferentes ITIAN sobre la adhesién leucocitaria en
arteriolas mesentéricas. Las ratas fueron tratadas intraperitonealmente con
abacavir (ABC, 1-10 puM), didanosina (ddl, 5 pM), lamivudina (3TC, 10 uM),
zidovudina (ZDV, 5 uM), emtricitabina (FTC, 10 uM), tenofovir (TDF, 1-5 uM) o con
su vehiculo (4 h). Los resultados son expresados como media + E.EM. (n = 4-6).
**#p<0.01 respecto del valor correspondiente al grupo tratado con el vehiculo
(ANOVA seguido de Newman-Keuls como post-test).

2. DETERMINACION DEL EFECTO DE FARMACOS ITIAN
SOBRE LA EXPRESION DE MOLECULAS DE ADHESION
LEUCOCITARIAS EN SANGRE DE RATA:

Analizamos el efecto de dosis clinicas de ABC y ddI sobre la
expresion de diferentes moléculas de adhesion leucocitarias:
LFA-1 (CD1l1la), Mac-1 (CDI11b), integrinas P2 (CD18), VLA-4
(CD49d) y L-selectina (CD62L) en sangre de rata (obtenida tras la
realizacion de los experimentos de microscopia intravital) por

citometria de flujo.
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ABC y ddI (4 h, 37°C) indujeron un incremento significativo
de la expresion de la subunidad especifica CD11b en neutrofilos y
en monocitos (Figura 55A), asi como de la subunidad comun

CD18 en neutrofilos y en monocitos (Figura S5B).
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Figura 55. Efecto de ABC o ddl sobre la expresion de las moléculas de
adhesion leucocitarias CD11b (A) y CD18 (B) en neutroéfilos y monocitos. Las
ratas fueron tratadas intraperitonealmente con abacavir (ABC, 10 uM), didanosina
(ddIl, 5 pM) o con su vehiculo (4 h). Los valores de fluorescencia (FITC o PE)
representan el porcentaje de la intensidad de fluorescencia respecto del control
(100 %). Los resultados son expresados como media + E.E.M. (n= 8-10). *p<0.05,
**p<0.01 respecto al grupo tratado con el vehiculo (ANOVA seguido de Newman-
Keuls como post-test).

Sin embargo, ABC y ddl no tuvieron efectos sobre las
subunidades CD11la, CD49d o CD62L en neutrofilos ni en
monocitos a ninguna de las dosis evaluadas (Tabla 13). Tampoco
se observaron cambios en la expresion de las moléculas de
adhesion evaluadas a nivel de la poblacion linfocitaria (datos no

mostrados).
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Tabla 13. Efecto de ABC y ddlI sobre la expresion de moléculas de adhesion
leucocitarias en neutrofilos y monocitos de rata.

MOLECULAS DE ADHESION EN LEUCOCITOS, % vs. control (4 h)
ABC (10 uM) ddl (5 uMm)
Neutrdfilos Monocitos Neutrofilos Monocitos
CD11a 105.3 +6.7 99.1+5.3 94.2 + 8.5 104.3+9.5
CD49d 90.3+5.7 95.6+4.3 104.4+6.6 | 98.5+11.7
CD62L 92.6+10.1 92.6+10.5 | 102.8+10.4 | 103.6+4.2

Las ratas fueron tratadas intraperitonealmente con abacavir (ABC, 10 uM),
didanosina (ddl, 5 uM) o con su vehiculo (4 h). Los valores de fluorescencia (FITC
o PE) representan el porcentaje de la intensidad de fluorescencia respecto del
control (100 %). Los resultados son expresados como media + E.E.M. (n= 8-10).
*#p<0.01 respecto al grupo tratado con el vehiculo (ANOVA seguido de Newman-
Keuls como post-test).

3. ESTUDIO DEL MECANISMO RESPONSABLE DE LA
INTERACCION LEUCOCITO-ENDOTELIO INDUCIDA POR
ABC O ddI IN VIVO.

Con el fin de demostrar la implicacion de las moléculas Mac-1
e ICAM-1 en la interaccion leucocito-endotelio inducida por ABC o
por ddI in vivo, empleamos la técnica de microscopia intravital en
mesenterio de rata adicionando anticuerpos bloqueantes frente a
estas moléculas de adhesion previamente al tratamiento con estos

ITTIAN.

En vénulas, la interaccion leucocito-endotelio inducida por
ABC (Figura 56) o por ddl (Figura 57) fue completamente
bloqueada mediante anticuerpos frente a CD11b, CD18 o ICAM-1.
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Figura 56. Efecto del bloqueo de Mac-1 (CD11b/CD18) o ICAM-1 (CD54) sobre
la velocidad de rodamiento (A), rodamiento (B), adhesion (C) y migracion
(D) leucocitaria inducida por ABC en vénulas de rata. Las ratas fueron
pre-tratadas por via intravenosa con los anticuerpos bloqueantes (anti-CD11b,
anti-CD18, anti-CD54, anti-IgG1 o anti-IgA) (30 min) y posteriormente por via
intraperitoneal con abacavir (ABC, 10 uM) o su vehiculo (4 h). Los resultados son
expresados como media * E.E.M. (n = 4). **p<0.01 respecto al grupo tratado con el
vehiculo, **p<0.01 respecto al grupo tratado con ABC (ANOVA seguido de
Newman-Keuls como post-test).

166



V.RESULTADOS

VELOCIDAD DE RODAMIENTO

1001

~
gl
1

LEUCOCITARIO
(pm/s)
a
o

25+

**

++

++

**
**

1001

~
3
1

254

RODAMIENTO LEUCOCITARIO
(células/min)
u
o

Veh

1gG1  IgA CD11b

o]
9
=
e

P
CD54

ddl (5 uM)

=

154

Q104

ADHESION LEUCOCITARIA
(células/100 pm vénula)

Veh

IgG1  IgA CD11b

e}

D18

o
CD54

**

ddi (5 pM)

** k%

++ 4+

=E

++

151

MIGRACION LEUCOCITARIA
(células/campo)

=
o
1

(&2
1

ER

Veh - 19G1 _IgA CD11b CD18 CD54
ddi (5 uM)

*% s

§ ++

= \ =4+ @

Veh - 19G1 _ IgA CD11b CD18 CD54
ddi (5 uM)

Figura 57. Efecto del bloqueo de Mac-1 (CD11b/CD18) o ICAM-1 (CD54) sobre
la velocidad de rodamiento (A), rodamiento (B), adhesion (C) y migracion
(D) leucocitaria inducida por ddl en vénulas de rata. Las ratas fueron
pre-tratadas por via intravenosa con los anticuerpos bloqueantes (anti-CD11b,
anti-CD18, anti-CD54, anti-IgG1 o anti-IgA) (30 min) y posteriormente por via
intraperitoneal con didanosina (ddl, 5 uM) o su vehiculo (4 h). Los resultados son
expresados como media * E.E.M. (n = 4). **p<0.01 respecto al grupo tratado con el
vehiculo, **p<0.01 respecto al grupo tratado con ABC (ANOVA seguido de
Newman-Keuls como post-test).
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Resultados similares fueron obtenidos en arteriolas, asi la
adhesion a nivel arteriolar inducida por ABC o ddl también fue
bloqueada totalmente con el pre-tratamiento con anticuerpos

frente a CD11b, CD18 o ICAM-1 (Figura 38).
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Figura 58. Efecto del bloqueo de Mac-1 (CD11b/CD8) o ICAM-1 (CD54) sobre
la adhesion arteriolar en ratas tratadas con ABC (A) o ddI (B). Las ratas fueron
pre-tratadas por via intravenosa con los anticuerpos bloqueantes (anti-CD11b,
anti-CD18, anti-CD54, anti-IgG1l o anti-IgA) (30 min) y posteriormente por via
intraperitoneal con abacavir (ABC, 10 uM), didanosina (ddl, 5 uM) o su vehiculo
(4 h). Los resultados son expresados como media * E.EM. (n = 4). **p<0.01
respecto al grupo tratado con el vehiculo, **p<0.01 respecto al grupo tratado con
ABC o ddI (ANOVA seguido de Newman-Keuls como post-test).
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Estos resultados permiten concluir que la interaccion entre
Mac-1 e ICAM-1 es la responsable de la acumulacion leucocitaria

producida por ABC o ddI en vénulas y en arteriolas in vivo.
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ABC es uno de los farmacos mas empleados dentro del grupo
de los ITIAN y de la terapia antirretroviral en general. Actualmente
existe una creciente evidencia que correlaciona el uso de los ITIAN
analogos de purina, y mas concretamente ABC, con la aparicion
de efectos adversos cardiovasculares 0569, Sin embargo, desde que
se detecté por primera vez esta posible correlacion 63 ha habido
mucha controversia sobre el tema 6473, Debido a la disparidad de
datos, al frecuente uso de este farmaco en la terapéutica actual 32
y al hecho de que a dia de hoy no haya ninguna evidencia clara
sobre cual podria ser el mecanismo por el que produciria esta
toxicidad cardiovascular, nos planteamos ahondar y esclarecer

esta posible asociacion.

El presente estudio demuestra por primera vez la capacidad
que poseen ABC y ddI (ambos ITIAN analogos de purina) de
inducir la interaccion leucocito-endotelio, la cual constituye el
primer paso en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares
con componente inflamatorio. Sin embargo, el resto de farmacos
del grupo analizados (3TC, ZDV, FTC y TDF) no promueven dicho
proceso. Estas interacciones leucocito-endotelio son criticas para
la homeostasis y la integridad celular vascular. Pero una
exacerbacion de las mismas contribuye a la disfuncion vascular y
al dano que tiene lugar en algunas patologias vasculares

(aterosclerosis, hipercolesterolemia, etc.).

Para evaluar dicha interaccion en profundidad, hemos
empleado dos aproximaciones experimentales: un modelo in vitro
de adhesion dinamica y un modelo in vivo de microscopia
intravital. Para la experimentacion in vitro utilizamos un sistema
de camara paralela de flujo en el que los leucocitos fluyen sobre

una monocapa endotelial con un flujo similar al observado in vivo
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y en el que se puede observar las interacciones (rodamiento y
adhesion) entre ambos tipos celulares que reproducen a las que
preceden a la formacion del foco inflamatorio in vivo 110- 124-126 E]
segundo modelo permite el analisis en directo de vasos vivos,
observando adicionalmente el proceso de migracion leucocitaria.
Ambas técnicas han sido utilizadas para entender la cascada
inflamatoria asociada a procesos vasculares asi como para realizar

un analisis del efecto proinflamatorio de diversos farmacos 127-130,

En pacientes adultos la pauta posologica de ABC es de
300 mg/12 h o de 600 mg/24 h, originandose una concentracion
plasmatica maxima (Cmax) de 3.85 pg/mL 131, Teniendo en cuenta
esto, seleccionamos concentraciones de ABC entre 0.1-15 uM,
valores que mimetizan las alcanzadas en pacientes que reciben
este antirretroviral (1-10 uM) 75, 111-113_ La pauta posologica de ddI
es de 200 mg/12 h o de 400 mg/24 h, alcanzandose una Cmax de
2.6 ng/mkL 75. Debido a esto elegimos concentraciones de ddI entre
1-10 uM, valores similares a los alcanzadas en pacientes que
reciben este farmaco (11 uM) 75. Del mismo modo, seleccionamos
concentraciones clinicamente relevantes de 3TC (10 uM), ZDV
(5 uM), FTC (10 uM) y TDF (1 uM) que se asemejan a las
alcanzadas en pacientes bajo tratamiento con dichos ITIAN
(1.5-8 uM, 4 uM, 2.7-10.4 uM, y 0.5-1.3 uM

respectivamente) 75 113,

Asi, concentraciones clinicas de ABC (0.1-15 uM) y ddI (S uM)
inducen rodamiento y adhesion de leucocitos PMN y PBMC sobre
el endotelio tanto venular como arterial. In vivo, ademas de
promover rodamiento y adhesion, inducen el proceso de migracion
leucocitaria. Este es el ultimo paso del proceso inflamatorio y

ademas es critico ya que se trata de una fase de no retorno, asi a
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diferencia de las fases previas (rodamiento y adhesion) que son
reversibles y en las que los leucocitos que se adhieren a vénulas
postcapilares en los lugares de inflamacion pueden despegarse y
volver a formar parte de la circulacion, los leucocitos que inician
la diapedesis no regresan al torrente sanguineo o al menos no
como el mismo tipo celular 132, Otro hecho importante que
observamos in vivo con ambos ITIAN es que promueven la
adhesion en arteriolas. De hecho, y a pesar de que la magnitud de
la adhesion a este nivel fue menor que en vénulas y que en ellas
no pudimos observar los procesos de rodamiento y migracion, los
efectos encontrados en arteriolas son sorprendentes debido a que
existen s6lo unos pocos estimulos (dano laser a nivel perivascular,
humo de tabaco, TNF-a o angiogénesis del proceso ateroscleroético)
capaces de modificar los parametros leucocitarios en este tipo de
vasos visualizandolos por microscopia intravital 122. Asimismo,
observamos un aumento de la adhesion de PBMC al endotelio

arterial (HUAEC) tras el tratamiento con ambos ITIAN in vitro,

Los tratamientos tanto in vitro como in vivo con los ITIAN
analogos de pirimidina 3TC, ZDV, FTC y el analogo de nucleétido
TDF no produjeron modificaciones en ninguno de los parametros
analizados. Al analizar estos antirretrovirales de forma combinada,
siguiendo las dos pautas preferentes recomendadas en la
actualidad 32, pudimos confirmar que unicamente la combinacion
ABC/3TC promueve la interaccion leucocito-endotelio a un nivel
muy similar al observado con el uso de ABC de forma individual,
mientras que la combinacion FTC/TDF no modifico ninguno de los
parametros evaluados. Estos datos concuerdan con estudios
clinicos recientes los cuales correlacionan ABC (pero no FTC/TDF)
con enfermedades cardiovasculares y que afirman que pacientes

que cambian su pauta antirretroviral de ABC/3TC a FTC/TDF
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muestran una mejoria tanto en la rigidez arterial 133-135 como en
los niveles de diferentes marcadores de riesgo cardiovascular
metabolicos (colesterol), inflamatorios (CRP, IL-6, sVCAM-1,
MCP-1, IL-8 y MIP-1a) o procoagulantes (D-dimero). Incluso se ha
sugerido que TDF podria tener propiedades antiinflamatorias. En
este sentido, se describié una mejora significativa en la disfuncion
endotelial y una reduccion de los niveles de sVCAM y MCP-1 en
los pacientes que recibian TDF pero no en los que eran tratados
con ABC 134, Asimismo, otro estudio describe la capacidad de TDF
de reducir la liberacion de ciertas citoquinas proinflamatorias
(IL-8 y MIP-10) en células humanas primarias y de producir un
giro en el balance IL-10/IL-12 desplazandolo hacia un perfil

antiinflamatorio 135.

Una vez establecido que unicamente los ITIAN analogos de
purina, ABC y ddl, inducen interacciones leucocito-endotelio,
analizamos las moléculas de adhesion implicadas en dicho
proceso. Observamos que la acumulacion leucocitaria inducida
por ambos farmacos ocurria simultaneamente al aumento en la
expresion de Mac-1 (CD11b/CD18) en la superficie de neutrofilos
y monocitos tanto humanos como de rata tras 4 h de tratamiento.
La expresion de otras moléculas de adhesion leucocitarias
(CD11a, CD49d o CD62L) no se vio modificada en neutroéfilos ni
monocitos, asi como tampoco la expresion de todas estas
moléculas en la poblacion linfocitaria. A nivel del endotelio venular
y arterial, no observamos variaciones en los niveles de expresion
de las moléculas de adhesion endoteliales E-selectina, ICAM-1 y

VCAM-1 tras 4 h de tratamiento.

Mac-1 es una integrina B2 que es movilizada desde vesiculas

secretoras intracelulares a la superficie celular en minutos tras la
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estimulacion de neutroéfilos y monocitos. A pesar de que puede
interaccionar con ICAM-2, iC3B, factor X o fibrinégeno, su
principal ligando es ICAM-1, el cual se expresa de forma
constitutiva en la superficie del endotelio vascular 79. Por tanto, la
activacion temprana de Mac-1 mediada por ABC y ddl y su
subsecuente union a la inmunoglobulina ICAM-1 expresada
constitutivamente a nivel endotelial podria ser suficiente para
inducir la acumulacion leucocitaria. En nuestro estudio, las
interacciones leucocito-endotelio inducidas por ABC o ddI in vitro
e in vivo fueron prevenidas con el pre-tratamiento con anticuerpos
bloqueantes frente a CD11b, CD18 o su ligando endotelial CD54,
demostrando la implicacion de Mac-1 e ICAM-1 en estas
respuestas. Aunque la participacion de esta integrina B2 en los
procesos de adhesion y migracion leucocitaria era previsible 83 86,
no era tan evidente su implicacion en el proceso de rodamiento
leucocitario ya que tradicionalmente las selectinas y/o el complejo
VLA-4/VCAM-1 eran considerados los principales responsables de
mediar esta fase 8185, Sin embargo, actualmente existe una
creciente evidencia del papel del tandem Mac-1/ICAM-1 en el

rodamiento leucocitario 8183,

ABC y ddl afectan especificamente a PMNs y PBMCs, siendo
los PBMCs mas sensibles que los PMNs al efecto de estos
farmacos. El hecho de que estén afectando a ambos tipos de
leucocitos es muy relevante ya que hay un incremento en los
niveles de neutrofilos y monocitos durante el infarto agudo de
miocardio asi como un aumento de la expresion de Mac-1 en
ambas poblaciones celulares respecto a sujetos control 136,
Ademas, se ha descrito que Mac-1 induce la union de neutroéfilos a
miocitos cardiacos activados 137. De este modo, esta molécula

podria ser el nexo de union entre adhesion celular y trombosis,
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debido a que por un lado Mac-1 esta presente en neutrofilos y
monocitos que tras su interaccion con ICAM-1 se adhieren
firmemente al endotelio y por otro lado se ha propuesto como
molécula responsable de mediar el reclutamiento de los leucocitos
por parte de las plaquetas 138 139, En este sentido, los leucocitos
ruedan sobre las plaquetas a través de la interaccion PSGL-1/
P-selectina y posteriormente se unen a ellos a través de Mac-1
interaccionando con receptores presentes en la membrana
plaquetaria como GPIlba, “Junctional adhesion molecule-3”

(JAM-3) o ICAM-2 140,

El hecho de que ICAM-1 constitutiva participase en las
respuestas inducidas por ABC y ddI aunque estos farmacos no
activaran su expresion, sugiere que estos farmacos activan el
reclutamiento de leucocitos en la pared vascular antes de causar
la activacion o disfuncion endotelial. En este sentido, fueron
necesarias 24 h para que ABC cause disfuncion endotelial en
células endoteliales pulmonares humanas 75. Este estudio sugiere
que serian necesarios periodos de exposicion al farmaco mas
prolongados para provocar la liberacion de ET-1, la reduccion del
potencial de membrana y la disminucion de la expresion de eNOS
que conducen a una disfuncion endotelial 75. Nuestros resultados
estan en consonancia con estos hechos ya que fueron necesarias
24 h de tratamiento con ABC para inducir un incremento
significativo en la expresion de ICAM-1 en células endoteliales
venulares o arteriales. Ademas y mediante experimentos de
adhesion dinamica en camara de flujo tratando un unico tipo
celular (leucocitos o células endoteliales) de forma independiente
con ABC pudimos confirmar que tanto el endotelio como los
leucocitos estan implicados en la acumulacion leucocitaria

inducida por ABC, siendo el endotelio afectado en menor medida
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que los leucocitos. Asimismo comprobamos que a nivel endotelial,
ABC promueve la produccion de ERO, la pérdida citosélica de

IkB-a asi como la transcripcion de NF-kB al nucleo.

ABC y ddl son farmacos ITIAN analogos de purina, mientras
que 3TC, ZDV y FTC tienen estructura pirimidinica y TDF aunque
es un analogo de bases puricas, es un analogo de nucleétido en
vez de nucleésido. El hecho de que ddI pero no 3TC, ZDV, FTC ni
TDF tuviera un efecto y un mecanismo similar al de ABC, apunta
a la existencia de una relacion entre la estructura quimica del
ITIAN y su capacidad de inducir interacciones leucocito-endotelio.
Debido a la analogia estructural de ABC y ddI con los nucleodsidos
analogos de bases puricas naturales (guanosina y adenosina
respectivamente), nos planteamos que estos dos antirretrovirales
tuvieran la capacidad de interferir en la cascada de senalizacion
purinérgica (responsable de la degradacion del ATP convirtiéndolo
en adenosina), bloqueando distintas enzimas (CD39 o CD73), y
con ello provocar por un lado, un aumento de los niveles de
nucleotidos y/o nucleosidos proinflamatorios como
ATP/ADP/AMP vy, por otro, la reduccion de los niveles de
adenosina, la cual es antiinflamatoria 93 94 96 103. 107 (Figura 59).
Esta cascada de senalizacion es una de las rutas influyentes en la
iniciacion y progresion de la respuesta inflamatoria, y su
desequilibrio hacia el incremento de ATP y ADP favorece el
desarrollo de complicaciones cardiovasculares con componente
inflamatorio entre las que destacan aterosclerosis e infarto de
miocardio 93 94 103, Asi, el efecto de ABC y ddI sobre esta cascada
podria explicar la correlacion entre estos farmacos y el riesgo de

sufrir infarto de miocardio observado en estudios clinicos.
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Figura 59. Esquema representativo de la ruta de degradacion/formaciéon del
ATP. La figura muestra la ruta de conversion del ATP a adenosina y finalmente la
transformacién de adenosina a acido urico, asi como las enzimas a las cuales
pudieran estar afectando los ITIAN analogos de nucledsido.

Siguiendo esta hipotesis, demostramos que tanto ABC como
ddl aumentan los niveles de ATP intracelular a nivel endotelial
(vena y arteria) y a nivel leucocitario (PMN y PBMC); ademas
producen una reduccion tanto a nivel endotelial como leucocitario
en la expresion de la enzima ecto-5"-nucleotidasa (CD73) de la

ruta de degradacion del ATP (enzima responsable de transformar
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el AMP en adenosina) sin afectar la expresion de E-NTPasa

(CD39).

Esta menor expresion de CD73 podria deberse a que ambos
farmacos podrian unirse a la enzima provocando un cambio
conformacional en su estructura que conllevaria a una menor
cuantificacion de su expresion. Ademas, ABC y ddl, por su
analogia estructural con los nucleésidos de purina, estarian
actuando como falsos sustratos de esta enzima, impidiendo la
degradacion del AMP en adenosina y produciéndose por tanto una
acumulacion de moléculas proinflamatorias como ATP/ADP/AMP
y una reduccion de la concentracion de adenosina,
antiinflamatoria (Figura 60). Un mecanismo similar se ha descrito
para la activacion de plaquetas por ABC: este farmaco produce la
inhibicion de la enzima guanilil ciclasa (GC), por tanto aumenta
los niveles del sustrato de la reaccion [guanosina trifosfato (GTP)]
y disminuye los del producto [guanosin monofosfato -ciclico
(GMPc)]. Este desequilibrio entre GTP/GMPc produce un
incremento en la expresion de la molécula de adhesion

P-selectina 141,
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Figura 60. Esquema representativo del mecanismo de acciéon de ABC sobre la
cascada purinérgica. ABC reduce la expresion de la enzima ecto-5"-nucleotidasa
(CD73) originando un aumento de los niveles de los mediadores proinflamatorios
ATP/ADP/AMP y wuna reduccion de la concentracion de adenosina,
antiinflamatoria.

Esta reduccion de la enzima CD73 tendria mucha relevancia
ya que es responsable de la regulacion del balance de los
mecanismos proinflamatorios y antiinflamatorios en la
vasculatura. La enzima ecto-5-nucleotidasa se asocia

principalmente al endotelio vascular de los grandes vasos como la
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aorta, la carotida y las arterias coronarias 93 !42) mientras que su
presencia es mas limitada en neutrofilos, eritrocitos, plaquetas y
otras células sanguineas 93 143-145, Aunque su principal funcion es
la regulacion de la cascada de senalizacion purinérgica 93 146
también posee otras funciones no enzimaticas como la induccion
de la senalizacion y mediacion de las adhesiones célula-célula y
célula-matriz 93 147, Recientemente, en ratones deficientes en
CD73 se han observado alteraciones tanto en la funcion de la
barrera vascular en varios tejidos durante la hipoxia 146 148 como
en la integridad pulmonar en modelos murinos de lesion de
pulmon 149 150, Ademas, en estos ratones deficientes en CD73 se
observo un incremento en la formacion de la placa neointima y en
la acumulacion de macroéofagos tras una lesion en las arterias

carotidas 93 107,

En nuestros estudios y empleando de nuevo la técnica de
adhesion dinamica, tratando ambos tipos celulares con
antagonistas de distintos receptores de ATP o con diferentes
productos que afectan a los niveles de ATP, confirmamos la
implicacion funcional de este nucleotido a través de los receptores
P2X7 en la interaccion leucocito-endotelio inducida por ABC. El
ATP es una molécula que no causa uUnicamente dano celular
directo, sino que actia como ayudante del sistema inmune en la
iniciacion de la respuesta inflamatoria. Cuando se produce un
dano, estrés o infeccion, se generan altos niveles de ATP en el
espacio extracelular. Este aumento promueve la iniciacion de un
amplio abanico de procesos que llevan en ultima instancia a la
génesis del proceso inflamatorio y con ello a la aparicion de
patologias asociadas. En particular, la union del ATP a sus
receptores P2X7 constituye una senal de alerta que promueve la

activacion del NALP3 inflamasoma conllevando a la activacion de
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citoquinas proinflamatorias que inician tanto la respuesta inmune
innata como la adaptativa. Una de sus primeras consecuencias es
la maduracion y liberacion de IL-1p3 e IL-18 gracias a la accion
caspasa-1 la cual es activada por el NALP3 inflamasoma 103: 104, La
interaccion ATP-receptor también es responsable del aumento de
otras citoquinas proinflamatorias (IL-6, IL-8, MCP-1, TNF-a, IFN-y
y LPS) en neutrofilos, monocitos, macrofagos y células
endoteliales, de la produccion de ERO, de la activacion del factor
de transcripcion proinflamatorio NF-kB y de la expresion de
moléculas de adhesion leucocitarias (Mac-1) y endoteliales

(E-selectina, ICAM-1 y VCAM-1) 94 103. 105, 106,

En este estudio hemos observado por una parte que ABC
induce una gran parte de los efectos proinflamatorios descritos
para ATP: liberacion de ERO, translocacion de NF-kB al nucleo e
incremento de ICAM-1 en el endotelio asi como incremento de
Mac-1 en los leucocitos y por otra, que los efectos proinflamatorios
de ABC estan mediados por ATP a través de su interaccion con su
receptor P2X7. Por tanto, nuestros resultados apuntan a que el
mecanismo por el cual los ITIAN analogos de purina promueven la
interaccion leucocito-endotelio implicaria una extensa red de
acciones las cuales tendrian al ATP como principal protagonista
(Figura 61). Estos farmacos reducen a nivel endotelial y
leucocitario la expresion de la enzima ecto-5"-nucleotidasa (CD73),
elemento clave en la ruta de degradacion del ATP, originandose
una acumulacion de moléculas proinflamatorias (ATP, ADP y
AMP). Este ATP generado puede actuar a través de su union a
receptores P2X7, de este modo activaria el NALP3 inflamasoma y
caspasa-1 e induciria la maduracion de la citoquina
proinflamatoria IL-13, aumentando la produccion de ERO, la

traslocacion de NF-kB al nucleo y la pérdida citosolica de IkB-a, la
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liberacion de citoquinas proinflamatorias como IL-1, II-6, IL-8,
MCP-1 e IL-18 y el incremento de la expresion de moléculas de
adhesion endoteliales (ICAM-1) y leucocitarias (Mac-1),
conllevando todo ello a una acumulacion leucocitaria que llevaria
en Ultima instancia a la génesis del proceso inflamatorio y con ello
a la aparicion de patologias asociadas (infarto de miocardio,

aterosclerosis o trombosis).

En conclusion, el presente trabajo describe los mecanismos
celulares y moleculares por los que los ITIAN analogos de purina
ABC y ddl inducirian interacciones leucocito-endotelio como
primer paso del desarrollo de enfermedades cardiovasculares con
componente inflamatorio. Dada la importancia de estos farmacos
en la terapia antirretroviral actual, la controversia generada en
torno a ellos y teniendo en cuenta la limitacion que supone el
haber utilizado células de pacientes sin VIH, las diferencias
observadas en el perfil de toxicidad cardiovascular apoyan la
asociacion clinica entre ABC y ddl y el desarrollo de enfermedades

cardiovasculares.
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Figura 61. Esquema representativo del mecanismo de accién proinflamatorio
propuesto para ABC y ddl. ABC y ddl bloquean la accién de la enzima
ecto-5"-nucleotidasa (CD73) originando un aumento de los niveles del mediador
proinflamatorio ATP. ATP interacciona con sus receptores P2X7 pudiendo
provocar una activacién de la ruta del NALP3 inflamasoma, aumento de ERO,
transcripcion de NF-xB, liberaciéon de citoquinas proinflamatorias, asi como un
aumento de la expresién de las moléculas de adhesién ICAM-1 y Mac-1.
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VII.CONCLUSIONES

. ABC y ddI (4 h), pero no 3TC, ZDV, FTC ni TDF, poseen accion
proinflamatoria a concentraciones clinicamente relevantes. In
vitro, inducen rodamiento y adhesion de PMN y PBMC sobre
HUVEC y HUAEC. In vivo, producen rodamiento, adhesion y
migracion leucocitaria en vénulas asi como adhesion

leucocitaria en arteriolas mesentéricas de rata.

. La combinacion terapéutica ABC/3TC produce el mismo efecto
proinflamatorio que ABC. Sin embargo, la combinacion

alternativa FTC/TDF no promueve dichos efectos.

. ABC y ddI (4 h) causan un incremento en la expresion de la
molécula de adhesion leucocitaria Mac-1 (CD11b/CD18) en
neutrofilos y monocitos tanto de sangre humana como de rata.
Sin embargo, no modifican la expresion de otras moléculas de
adhesion leucocitarias (LFA-1, CD49d o L-selectina) ni

endoteliales (E-selectina, ICAM-1 o VCAM-1).

. La accion proinflamatoria de ABC y ddl, in vitro e in vivo, es
debida a la interaccion de la molécula de adhesion leucocitaria

Mac-1 con su ligando endotelial ICAM-1.

. El endotelio también posee un papel importante en esta
respuesta. A nivel endotelial, ABC promueven la produccion de
ERO, asi como la translocacion de NF-kB al nucleo tras la

pérdida citosolica de su inhibidor IkB-a.

. ABC incrementa los niveles de ATP intracelulares y produce
una reduccion en los niveles de ecto-3’-nucleotidasa (CD73)
tanto en células endoteliales (HUVEC y HUAEC) como en
leucocitos (PMN y PBMC). Ademas, la interaccion leucocito-
endotelio inducida por ABC esta mediada por ATP a través de

sus receptores P2X7.
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VII.CONCLUSIONS

. ABC and ddI (4 h), but not 3TC, ZDV, FTC or TDF, have a
proinflammatory action at clinically relevant concentrations. In
vitro, they promote leukocyte (PMN and PBMC) rolling and
adhesion on HUVEC and HUAEC. In vivo, they induce venular
leukocyte rolling, adhesion and emigration and arteriolar

leukocyte adhesion in the rat mesentery.

. The therapeutic combination ABC/3TC produces the same
proinflammatory effect than ABC. However, the alternative

combination FTC/TDF does not exert these actions.

. ABC and ddI (4 h) cause an increase in the expression of the
leukocyte adhesion molecule Mac-1 (CD11b/CD18) on
neutrophils and monocytes from human and rat blood.
However, these drugs do not modify the expression of other
leukocyte (LFA-1, CD49d or L-selectin) or endothelial
(E-selectin, ICAM-1 or VCAM-1) adhesion molecules.

. The proinflammatory effects of ABC and ddl, both in vitro and
in vivo, are due to the interaction of the leukocyte adhesion

molecule Mac-1 with its endothelial ligand ICAM-1.

. The endothelium also plays an important role in this response.
At the endothelial level, ABC promotes ROS production, as well
as NF-kB translocation to the nucleus and the degradation of

its cytosolic inhibitor IkB-a.

. ABC increases the intracellular levels of ATP and reduces the

expression of ecto-5"-nucleotidase (CD73) on endothelial cells
(HUVEC and HUAEC) and on leukocytes (PMN and PBMC).
Moreover, the leukocyte-endothelium interaction induced by

ABC is mediated by ATP through its P2X7 receptors.
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Abacavir and didanosine induce the interaction
between human leukocytes and endothelial cells
through Mac-1 upregulation

Carmen De Pablo”, Samuel Orden®, Nadezda Apostolova®,
Amando Blanquer®, Juan V. Esplugues®” and Angeles Alvarez®

Objective: Abacavir and didanosine are nucleoside reverse transcrptase inhibitors
NETI widely used in therapy for HiV-infection but which have been linked to
cardiovascular complications. The objective of this study was to analyze the effects
of clinically relevant doses of sbacavir and didanosine on human leukocyte—endo-
thelium interactions and to compare them with those of other NETIs.

Design and methods: The interactions between human leukooytes — specifically
penpheral blood polymorphonuclear (PMMN) or mononuclear (PBMC) cells - and
human umbilical vein endothelial cells were evaluated in a flow chamber system that
reproduces conditions in wvivo. The expression of adhesion molecules was analyzed by
flow cytometry.
Results: Abacavir induced a dose-dependent increase in PMN and PEMC rolling and
adhesion. This was reproducedby didanosine but not by lamivudine or zidovadine. Both
ahacavir and didanosine increased Mac-1 expression in neutrophils and monocytes, but
produced no effects on either lymphocytes or the expression of endothelial adhesion
molecules. The PMN/PBEMC rolling and adhesion induced by shacavir or didanosine did
not occur when antibodies against Mac-1 or its ligand ICAM-1 were blocked.
Conclusiore Abacavir induces significant human levkocyte accumulation through the
activation of Mac-1, which in turn interacts with its endothelial ligand ICAM-1. The fact
that didanosine exhibits similar effects and that lamivudine and zidowvodine do not
points to a relationship between the chemical structure of NETIs and the induction of
leukocytefendothelial cell interactions. This mechanism may be especially relevant to
the progression of the vascular damage associated with atherosclerosis and myocandial
infarction in abacavir and didanosine-treated patients.

@ 2010 Waollers Khawer Health | Lippincot Williams & Wilkins

AIDS 20010, 24:1259-1266

Keywords: abacavir, cardiovascular diseases, HIV, leukocyte—endothe lium
interactions, nucleoside reverse transcriptase inhibyitor

Introduction

Contnuous administration of ‘highly active andretmoviral
therapy’ (HAART) has made AIDS a chrome illnes.
However, with the increased longevity of patients there is
growing concern about the long-term adverse effecs

induced by this hfe-long pharmacological treatment,
particularlyits mole i cardiovascular complications such as
atherosclerosis and myocardial infarcoon [1]. HAART 1=
a combination of at least three drugs: two nudeosde
reverse tramscriptse inhibitors (NETL) plus a protease
inhibitor and/or a nonnuclecside reverse manscripse
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inhibitor (MIRRETT [2]. Although protese inhibitors
wene originally comsidered resporsible for these deleter-
i cardiovacular effects, there is recent evidence that
ako implicates NNRTE and, particulrly, MRTI: [1].

A potential ink between abacavir (ABC), one of the most
widely used MRTIs, and myocardial infarction was first
highlighted in 2005 [3], and sulstantal controversy has
surmounded the subject ever since. Recent studies have
not only further implicated ABC & agent that raises the
risk of myocardial infarcdon bt also highlight 2 similer
risk is, though to aleser extent, with didanosine (ddl},
another NRTI [4-7]. The mmors for these adwverse
effects are not clear & nather ABC nor ddl seem to exert
2 negative influence on major predisposing factors such as
lipid andfor glhicose metsbolim, However, the fact that
the potertial to develop myocardial infarmction exists a3
long & patients ame receiving the drugs and decresses
when therapy & dicontinued points to the existence of 2
rapid mechanism involing vascular inflamnaton [4].
There is some evidence that ABC @uses endothelial
nitric  oxide synthase (eMO5) downmegubtion and
superoxide anion producton in human endothelial cells
[8], both of which situations can Jead to vaculer
dysfunction and leukocyte sccumubtion [9,10]. In
addition, ABC-treated patients exhibit elevated lewels
of the inflammatory markers Coresctive protein (CRP)
and imerleukin-6 [5].

The sccwmubtion of kukocytes in the wesel wall is 2
hallmark of the eady stages of atherosclerosis, acue
myocandial infarcton and other sascular dieses and is
mediated by the mtesction between the adhesion
malecules expresed on white blood celk andfor
endothelial cells, Dhuring this proces, leukocytes ml
along the wall of inflamed vesek before coming to a halt,
after which they adhere and tramemigrate [11]. In the
present study, we demaonstrate the capacity of both ABC
and 4dl to elicit such intersctioms and explore the
muoleculer mechanisms involved. NETE can be desified
a5 purine or pirimidine salogues. Purine aralogues
can be guanosine (ABC) or adencsine (ddl} derivates.
Pirimidine analogues can be thymidine [@dovudine and
staviadine) or cytesine  (lamivadine, zlobine and
emtricitzbine) derivates [12,13]. Chur primary hypothesis
was based on the existing dinic] evidence obtained with
ABC and 4dl; however for the sake of comparizon, we
extended our analysis to include the pirimidine aralogues
lamivudine and ridovudine.

Methods

Human umbilical vein endothelial cell

culture

Human wnbilical vein endothdial cells (HUWVEC) wene
harvested from freshly obtined wmbilical conk by

colbigpenze trestment as previosly  described [14].
Briefly, umbilical cord weirs wene rmed of blood
products with warm PBS, after which the vein was filled
with collagersse [ Tmg/ml) for 17 min 2 37°C. The cond
were then gemtly msaged to ensure detachment of
endothelizl celk from the wessel wall. The digest was
collected, centrifuged and pelleted once maore. The pellet
wax resspended n endothelizl cell growth medium
[EGM-Z) imide T25 cubume fasks where celk wen
cultured until confluence. After reaching confluence,
primary cultures were detached with trypsin and
transferred into appropriate culture dishes, Pasage 1
from these primary cultures was subsequently employed.
For adhesion studies, HUVEC were cultured on
fibronectin (5 pg/mlj-coated 25-mm platic coverslips
until confluent [~48h).

Leukoeyte isolation

Human peripheral blood mononuclesr (PBMIC) or
palymomphonudesr (PMN) celk were isolated from
whale blood anticoagulated with sodium citate drawn
from healthy wlinteers [14]. Samples were incubated
with dextran (3% for 45 min, PBMC and PMIN in the
supermatant were separated by gradiem dersity centrifu-
gation (250 g, 25min) with Ficoll-Pagque’ ™ Plis, Afier
red blood cell lysis, leukocytes were waxshed (HBSS
without Ca™F or Mgz"'j and maspended in complete
FLPMI media,

The medical ethical committee of the Hespital Clinico
Universitario de Valenda approved the study and 2l
patients provided written informed comsent.

Adhesion assay under flow conditions

The parallel plate flow chamber in-vitmo mode] has been
described previously in detail [14,15]. For adhesion asays,
covershps  containing confluenmt HUVEC maonalayers
were nserted into 2 dmular recess in the bottom plate
ofthe low dumber jmaimsined 2 37°C), whene aportion
(5 = 25 mm) of the monolyer wa exposed to the flow,
The entire chamber wa moumted on an imerted
microscope [Mikon Edipse TE 2000-5, Amstleween,
The Methedands) connected to a video camera [Sony
Exware HADY, Koeln, Germany), Experiments were
conducted wing 2 40 oljective lers, PMMNE or PBMCs
were respendad in Aow bufer (DPBSY containing
Hmmal/l HEPES and 0.1% HSA) &t 1= 108 or
0.5 10° cellsrml respectively and drawn scrss the
HUVEC monobyer ot 2 comrolled flow rate of
0.3 mlfmin (estimated shear stres ﬂf-ﬂ.?d'gﬂe."'uh!}. A
circular ghes window in the wp plte of the chamber
allowed direct live micmscopic examinstion of the
maonolarer expeed to the Aow, Tmeges were reconded
in a single field of view over a Smin period dunng
which leukocyte parameters were determined. Leukocoyte
rolling was calculted by counting the number of
leukocytes rolling over 100 pm® of the endothelial
monolarer during 1min  pedod  Velocites of 20



IX.ARTICULOS CIENTIFICOS

Abacavir, ddl and leukocyte adhesion De Fablo ef &l

consecutive leukocytes in the field of focus wer
determined by memuring the tme mequired o tavel 2
distance of 100 wm. Leukocyte adhesion was determined
by counting the number of leukooytes that maintained
stable contact with the monokyer for 3 s,

Experimental protocol

In order to study the effects of NRTIs on leukocyte—
endothelial cell interactions, we chose one aof the
analogues of each purine or pirimidine. In this way,
leukocytes (PMMN: or PBMC:) and HUVEC wemn
tremted for 4h =t 37°C with NRTI purine aralogue
[ABC (0.1-15 pmold) or 44l (5 pmol1)] o NRTI
pirimidine analogues [lamivodine {10 wmal/1) or zido-
vudine (5 pmal/T)] ar with 2 comtral vehicle. Tumoral
necresk factor (THF-a, 10ng/ml, 4h) and plaele-
activating factor (PAF 1 pmol/], 1h) were wed =
psitive controls for HUVEC and leukocytes respec-
tively, Dhoses were chosen in order to mimic dinical
plsma concemrations of the drugs [B,16,17]. To study
the effects of blocking antibodies on MNRTI-induced
leukocyte —endothelizl cell intersciorms, PMIN ar PEMC
were pretreated with anti-lymphocyte function-asoci-
ated antigen 1 (LFA-1, 10 pg/ml), anti-macrophage 1
antigen (Mac-1, 20 pgiml)y, ant-Pz integrins (CTHE,
10 pgfml) of control antibodies (10 pg/ml) for 20 min
(4°C, darknes) prior to NRTI administration or
HUVEC monolawers were pretreated with anti-inter-
cellular adhesion molecule-1 [TCAM-1, 20 pg/ml) or
contral antibodie for ¥ min at 37°C prior w0 drug
administration. The antibodies were mayed at the
previowsly described doses [18,19].

Analysis of the expression of adhesion molecules
in peripheral blood leukocytes and in human
umbilical vein endothelial cells

Leukocyte sdhesion molecules were analyzed in citrared
blood samples from healthy donors (40 pl) a5 described
previosly [14,20]. These amples were treated for 4 h at
37°C with the NRTI agents and were then incubated
for 20 min onice in the dark with sturating amounts of
the cormesponding FITConjugsted antbody An
automated lysing procedure to remove red blood celk
and to fix leukocytes was carred ot using the EPICS
TCQ-PREP systern  (Coulter Electromics, Hialesh,
Florida, UUSA), Meutrophils, monocytes and kmpho-
cytes wene identified in the fow cytometer by ther
specific size (forward-angle light scatter) and granularity
[side-angle lght scatter). HUVEC wem grown to
comfluence in six well plites & mentoned earlier. Cells
were then stimutited for 41 at 37°C with WRTT agents,
Celk were detached with trypsin and placed in
smpersion and were then incubsted with the corre-
sponding  antbody  (20min,  ice, darkness),  fixed
(formaldebyde) and analyred for protan expresion
acconding to forward and side scatter clamcteristics. For
both leukocytes and HUVEC, the median of the
speafic Auarescence intensity was employed 2 2 narker

of the expresmion of the respective epitope, and all
amples were compensated using the appropriate
isotype-mmatched negative comtrol. Ten thouand celk
were atalyzed in each cse. Analysis wa performed in
an EPICS XL-MCL cytometer (Coulter Electronic).

Malerials

Dulbecon’s PBS with [DPBS) or without [DPBS) Ca*
and Mgz"'. EGM-2 culture media and foetal bovine
serum were provided by LONZA (Verviers, Belgium).
Poecombimant TR, humon sernam albumine [HSA,
Abuminate 258%), RPMIE40 supplemented  with
2mM HEPES HBSS, fibmonectn and dextan were
purchzed from Sigma Chemical Co (5t Louis, Misouri,
USA). FicollPaxque TM Plus wes purchzed from GE
Heathexre  (Linle Clalfont, Buckinghanshire TTE).
Plastic coverslips with a diameter of 25 mum were obtained
from Mune supplied by Thermo Fisher Sdentific), PBS,
collegenase, and trypsin were obtined from Giboo
Inwvitrogen, The Immunoprep reagent wa scquired fram
Beckman Couler. ABC, 41, imivudine and ddovadine
were from Sequoia Research Products, The fllowing
mAb have been reported previously and were wed =
purified Tgl: blocking antbodies against CIM1a (done
md8), CIM b (done I[CRF44), B2-integ rins and controk
were purchased from Calbiodhem [(SanDhego, Californi,
USA). The blocking antibody agpaimt [CAM-1 wa
obtzdned from BD Biccience, FITC or PE conjugsted
contm] antibodies and amibodies sgainst E-selectin,
TCAM-1, vaoulr cell adhesion malecule [(VCAM)-1,
CTME, CDila, CL or CT1e wene from BD
Bimcience,

Dala analysis and statistics

Drata are mean = SEM of n &t least four experiments,
Statstical significance we considered to be less than .05
by one-way ANOVA analysis of variance with Newman—
Keuls post-test cornection to compare multiple variances.

Results

Effecks of nucleoside reverse transcrip tase
inhibitors on leukocyle—endothelium
interactions

ABC induced 2 significam and dose-dependent increase
in the mlling fux (Fg. 12 and 1¢) and adheion (Fyg. 1b
and 1d) of PMN and PBMC. Concomitantdy, ABC
induced a2 decrese in the mlling velodty of PMIN (veh:
TI2E 104, ABC 5 ol 542 £ 58 pimfs, P<005,
n=>5) and PBMC [(vel: 751 £69, ABC 5 pmoll:
460+ 120 pms, P=0.01, n=6). PBMC wemr more
sergitive than PMMN to the effects of ABC, and this
difference reached sigrificance with doses 1 0times lower
{1 pmaol/Ty. Levkocyte—endothelium interaction were
significantly incressed by ddl but not by addovudine or
lamivudine [Fyg. 2).
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Endothelial cells were not activated by ABC or
ddi

In HUVECs, the highest concentrations of ABC
(15 pmoll, r=4) or 4 (10 pmoldl, n=4) had no
effect on the expresion (& % of control) of E-selectin
(ABC: 103 +5%, 4d1: 99+2%), CAM-1 [(ABC:
9915, 4dE 93 =7 or VCAM-1 [ABC: 98+ 7%,
ddl: 109+ 18%.

Role of Mac-1 in the activation of leukocytes
Monocyte and neutrophil adhesion to the endothelium is

generally mediated by the imteracion of Br-imtegring
LFA-land/or Mac-1 with their endothelial ligand
ICAM-1. Howewr, Mac-1 has other nonendothelizl
matrix ligands, Printegrite share 2 common B subunit
[CI1E) and have a speaific o subunit (CID1a for LFA-1
and CIHAb for Mac-1) [11]. Treatment of neutrophils
and monocytes with ABC or ddlincresed l]u.'t:r.]:lrtx-\.iml
of CTME and CT¥1 b I_'Fij::. 3 and *.".-u]:l]:llt.'lnullu] Fi_l:'.‘l.l.l’t 1,
hittp s/ Minks Iwwicom/ QAT ASS) but had no effect on
the tJL]:Irt.‘L"'-iHII of CI1a, Ca9d and L=selectin, Omnoe
.i_]:’..i.ill, MOROCYbES wWere mione sensitive than |r|.'ulr1|]:l'||i'|:\ b
the effects of ABC. Neither ABC nor 44l had any effect
on the adhesion maolecules of lymphocytes [data not

h]nlwn}. The interactions induced by ABC or ddl
Wiene ]:ln.'wuh.'d by antibodies .i:}.",.aijlhl. CIM1b, CIME or
ICAM-1, but not by antibodies zgainst CTHM 12 (Fig. 4 and
ﬁU]:l]:l'lull'mllLa] Fi_}.'.'l.l.ri.' 2, 1|lt]::-"-'1i||]-u-..'|w-.-.-,;.1|||1-"L_J."'LTJ-"
A, this suggesting that a CDUB-CIME [(Mac-1)
mechanism & resporsible for the sccumulbtion of
leukooytes,

Discussion

This study demorstrates for the fist tme that both ABC
and d4dl
leukooytes and endothelia celk by .a;.li'.-'.alilu:: Mac-1 in
neutrophik and monocytes, but not in lymphocytes,

induce the imemdion betwean human

which in turn interacts with the FCAM-1 that & present

on endotheial celk,

m‘t Lh'l."j an i|| '\.-'ilnl ||'|1Kjd i|| W]l‘“.‘ll 1|u||u|| kl—lk.““'f'l.ﬂ-
Aow over a monolayer of hunon endothelial cells with a
shear stres simiar to that olserved oo |1-|-|. Th
reproduces the processes that precede the rmation of an
inflammatory focus movoe [mlling and adhesion) and
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which are critical for hemostsis and vascular cell
'intn!{l;riiy However, an exacerbation of these intersctions
comributes to the vacuar dysfuncion and  injury
associated with many vascular diesies (eg., athemsclero-
::'i:i, dizbetic vzwu]up:l]w; ]1y]:|érl."|'u.|]-é:fl.en.|]en:|'iz, 115-'_Pér-
tension, ischemia—repeision,. . ) [21]. Our dynamic
éx]:!erin:ént:] 55«1ﬁ.€n:11zﬂ]:6&n w‘id&]y i b wiik Lalize and
aralyze the mulistep recruitment of leukocytes in these
d'i:ohm‘_-i; M MEOWET, it allows the mechanisns of acton
implicated in this recruitment to be asesed [22,23].

In our ex]:!e'rin:lenti. concentratons of ABC (01—
15 |.Ln:|-|.|]."-.[',- and ddl [5 |.L|'|:u.|]."-.[',- that mitc those present
in patients [ 1-8 and 3—10 pmol/1 e pectively) [8,24,25]
induced kuh.u.'y'l.é—én&.lﬂ1e'|'i:] cell interactions [rl.l]]i ng
and adhesion). The magnitude of the increses obtained
with both drugs wa sneller than that olserved after
direct stimubition with proinflammatory agents such as
THF-a, intedeukin-4 or BPANTES [26,27]; however, it
was substantially greater than that exhibited in urst-

mulated PMDN: or PBMC: from patients with different
vascular conditons [28-30]. Leukocyte accumulation
induced by ABC or ddl occured simulaneosly with the
selective upregulation of Mac-1 on the surface of human
nél.'d.rl.l]:ﬂrili.lru] MO Cybes, Mevertheles, 1]1&&:11:! e M1
ofother adbesion maolecules in these lenkooytes[CTH 1a s
CIME or weTy late zni.i{l;\én {‘."L.‘\}-4| or in endothelial
cells (E-selectin, TCAM-1 0r WCAM-1) was not affected.
T]1u:1, ot resulis sum:ﬁ. that ABC and 441 ]:!Tumuie the
recruitment of leukocytes before activating the endo-
thelum, and this before dphincion appeas which
needs 2 much longer period ofex posure (24 h) to develop
[8].

HV-infection itelf & ssoctted with 2 mone Fumuru:ﬁ]
adbesion of leukocytes to endothelial cells [31] and with
an elevated cardiovasculer risk [32], Both st tons could
berebted to the high levels of the endothelial dysfunction
markers [ICAM-1, VOCAM-1 and E-selectin) that ame
present in these patents [32]. Since ABC ha been
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specifically ssociated with an impaired endothelial
function in HIV-infected patients [33] and given the
difference between the activation profile of adhesion
moalecules olserved in our experiments and that of HIV
patients, the effects of anmtiretrovimls and thee of the
viris coiuld fesibly be acoumulative, Tn other wonds, the
viris may case endothelaa] sctvation [34] and and-
retrovirak could activate leukocytes, Thisis an interesting
h:r]:ut'he:de:. but further dinical and expa-imen-n] stundie
woukl be necesary before any salid condwsion can
be drawn,

Mac-1 i3 mobilized from imracelluler secretory vesices to
the ¢l surface within minates of stimulaing newtrophik
and monocytes, Although it may intemat with TCAM-2,
IC3B, factor X or fibrinogen, it main igand, ICAM-1 &
constitutively expresed on the suface of the vascular
endothelium [11]. Thus, the fact tha blocking either
Mac-1 or TCAM-1 significnty reduced the effects of
ABC and 4dl point to 2 mle for both these moleculs
in the mling and sdheson induced by these two
antiretrovirals, Although their invalvement in adhesion &
to be expected, mlling is comidered to be medixted by
selectim and/for VEA-4VCAM-1 [11]. However, them
is growring evidence of the implicsion of Mac-1/TCAM-
1 in mlling in both the activated and resting endothelium
[35,36].

ABC and 4dT specifically affect PMIN and PBMC.
This & of relevance given tha there is 2 sulstantal
increxe in the levels of neutrophik and monocytes
during  acute  myocardial infarction  and  in the
expresion of Mac-1 among the two cell populations
[37]. In sddition, it hax been repored that Mac-1
induces the binding of neutrophik to activated cardiac
myocytes [38], and mecent evidence points to the
medistion of the Jeukocyte engagement of platelets =
the link between cellubar adhesion and thmombosis ]’f
Mac-1 [36,39].

Firally, the fact that similar effects to those of ABC wen
olserved with ddI bt not with lamivodine or ddovoadine
slgrpests 3 T\ﬂ:tiun:s]‘!l'ip between the chemical structure of
MNWRTE and the induction of leukocytedendothelial cel
interactions. It is tempting to speculste that purine
analogues such & ABC or ddl have the potential to
interfere with purine-sigmling pathways and to provoke
cardiovacular complications with inflammatory com-
ponents [such as atherosderosts and myocandial infare-
tion) by reducing the lewels of sdenosine and incresing
thise of poinflammatory ATP. However, it & necessary
to evalizte the :l:l:ium, an the one ]‘!ﬂnd, of other MR Tz
such & tenofovir and emtricitahine, both of which are
potential dteratives to ABC for patients with an eewated
risk of cartiovasculer dsease, and on the other hand, of
MNMNRTI: and protese iohibitors in this ad other
experimental settings before 2 sound chnical conclusion
can be established.
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Background: The association of abacavir (ABC) with
cardiovascular disease has led to HIV treatment guide-
lines favouring the combination of tenofovir/emtricit-
abine (TOFJFTC) over that of ABC/lamivudine [ABC/3TC)
We have analysed the effects of plasma-relevant con-
centrations of TOF, FTC, ABC and 3TC, individually and
in clincally employed combinations, on human leuko-
cyte accumulation. The effects of ABC, 3TC, TDF and
FTC on the expression of adhesion molecules were also
evaluated.

Methods: Interactions between human leukocytes — spe-
cifically peripheral blood polymorphonuclear or mono-
nuclear cells - and human wumbilical vein endothelial
cells were evaluated in & flow chamber reproducing in
vivo conditions. The expression of adhesion molecules

was analysed by flow cytometry.

Results: Concentrations of TOF, FIC or 3TC mimicking
those in the plasma of patients did not have any effect
on human leukocyte-endothelial cell interactions, while
contrasting results were obtained with ABC. This distinct
pattern was reproduced when the drugs were adminis-
tered in combination; namely. ABC/3TC had a significant
influence on rolling and adhesion while TDRFTC did not.
Howewver, the effects produced by ABC alone did not dif-
fer when it was combined with 3TC, which suggests the
former drug was responsible for the effects observed.
ABC, 3TC, TDF and FTC did not modify the expression of
endothelial adhesion molecules. Conversely, only ABC
enhanced the expression of leukooyte CO1L/CDIE in
neutrophils and monocytes.

Conclusions: Our results provide evidence that the combi-

nation TOFfFTC has a better vascular profile than ABC/ITC

Introduction

Abacavirlamivedine (ABC3TC) and tenofovin’emitric-
itabine (TDFFTC) are the most widely used nucleo-
side reverse transcriptase inhibitor (MRTI) associations
in combined antiretroviral therapy [1]. Current clinical
guidelines reflect a preference for the TOEFTC combina-
tion due to the lower virological efficacy of ARC/IATC [1]
and evidence, though not uniformly reproduced [2], that
ARC {and not TDF) is associated with cardiovascular
disease (CVID) [3,4]. This recommendation should how-
ever be viewed with caution, since a simular association
between TDEFTC and CVD may have gone undetected
until now due to this combination having been commer-
calized for a shorter penod of nme.

The relationship between ABC and CVD can-
not be explained by an effect on lipid and glucose

B0 2 Interrabonz] Medical Pres 13556535 [prink) 2040-3052 [onkne)

metabolism. Indeed, the risk of CVD is reduced when
therapy with this drug s discontinued, which points
towards a direct and more acute mechanism such as
vascular inflammation [3-5]. The role of vascular
inflammation in CVD is widely acknowledged [3] and
involves the accumulation in the vessel wall of both
leukocytes and platelets as a consequence of interac-
ticns between adhesion molecules expressed on these
cells andfor the endothelium [6,7]. In this circum-
stance, leukocytes roll along the wall of inflamed ves-
sels before coming to a halt, after which they adhere
and transmigrate. In a second phase, platelets bind to
the endothelium and recruit other circulating platelets
and leukocytes, thereby amplifying the thrombotic
and atherosclerotic process.
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We have recently demonstrated the capacaty of ARBC
and didanosine {ddl}, another purine analogue, to
elicit leukocyte accumulation, an effect that was not
observed with the pyrimidine analogues 3TC and zido-
vudine [8]. In the present study, we compare TDRFTC
and ABC/AATC, individually and in combinaton, on
leukocyte accumulation. The effects of FTC, TDE, ABC

and 3TC on the expression of endothelial and leuko-

cyte adhesion molecules are also analysed.

Methods

We employed passage 1 human umbalical vein endothe-
lizl cells (HUVECs) harvested from umbilical cords [8].
Peripheral blood mononuclear (PEMC) or polymorpho-
nuclear (PMN) cells were 1solated from whole blood
of healthy volunteers [8]. Samples were obtained from
Hospital Clinico Universitanio (Valenca, Spain) follow-

ing approval from its ethical commuttee.

Adhesion assay under flow conditions

The parallel plate flow chamber model was used for
these assays [9,10]. Coverslips [(Abronectin [5 pgiml]-
coated) contaiming  confluent HUVEC monolayers
were inserted in the chamber (37°C) so that a portion
[5%25 mm) was exposed to the flow. The chamber was
mounted on an inverted microscope (Mikon Eclipse TE
2000-5, =40; Amstleveen, the Netherlands) with a video
camera (Sony Exware HADY, Koeln, Germany). PMNs
or PEMCs were re-suspended m buffer (Dulbecoo™
phosphate-buffered saline with Ca® and Mg [DPBES)
containing 20 mM HEPES and 0.1% HSA) at 1=10¢
or 0.5=10° cellsfml, respectively, and drawn across the
monclayer (flow rate 0,36 mbmin, shear stress 007 dynef
om?). Images of a single field were recorded over 5 min
and leukocyte parameters were determined. Rolling flux
was calculated by counting the mumber of cells rolling
across 1M} pm? of the monolayver dunng 1 min [11].
Rolling leukocytes are easily visualized since they travel
more slowly than free-flowing cells. Velocities of 20 con-
secutive leukocytes m the field of foous were determined
by measuring the time required to travel 100 pm. Dis-
tances were calibrated using a MNeubauwer cell chamber.
Adhesion was determined after 5 min of perfusion by
analysis of 5-10 high power (40x) ficlds. Leukocyres
were considered to be adherent after 30 s of stable con-

tact with the monolayer [10].

Experimental protocol

Leukocytes and HUVECs were treated independently
4 h, 37°C) with TDF (0.5-1 pmoll), FTC (5-10
pmald), ABC (10 pmol), 3TC (10 pmall), TDEFTC
{110 pmold), ABCATC (10010 pmolfl} or control.

These concentrations mimic clinically relevant plasma

concentrations [12,13].

1E1E
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Expression of adhesion molecules

Leukocyte adhesion molecules were analysed in blood
samples and endothelium molecules In confluent
HUVECs [E]. Cells were treated with the NRETI (4 h,
37°C), ncubated with saturating amounts of antibod-
1es {20 min, 4°C, darkness), fixed and identified in a
flow cytometer (EPICS XL-MCL cytometer; Coulter
Electronics, Hialeah, FL, USA). Mean fluorescence
intensity was employed as marker of expression of the
respective epitope.

Materials

Dlbecco’s PBS with (DPBS*) or without (DPBS) Ca
and Mg, endothelial cell growth media-2 culture
media and fetal bovine serum (LONZA, Barcelona,
Spain), human serum albumine (H3A, Albuminate
25%), RPMI1640 supplemented with 20 mM HEPES,
HESS, fibronectin and dextran (Sigma Chemical Co,
Madrd, Spain); Ficoll-Pague TM Plus (GE Health-
care, Valencia, Spain), coverslips [(Nunc, Thermo
Fisher Scientific, Madnd, Spain), PBS, collagenase and
trypsin (Gibco, Invitrogen, Barcelona, Spain), Immu-
noprep reagent (Beckman Coulter, Izasa, Barcelona,
Spain), antiretrovirals (Sequota Rescarch Products,
Pangbourne, UK) and fluorescein isothiocyanate- or
phycoeryvthrin-conjugated antibodies (BD Bioscence,
Madrid, Spain).

Statistics
One-way ANOVA with a Newman-Keuls post-test
correction was employed for statistical analysis (mean

Toem; mzd; P<0.03).

Results

Leukocyte-endothelial cell interactions

FTC, TDE 3TC or TDFFTC did not modify rolling
velocity, rolling flux or adhesion of PMIN and PEMC
{Figure 1). ABC and ABC/TC induced a significant

increase in rolling flux and adhesion while decreasing

the rolling veloaty of PMIN and PEMC (Figure 1).

Expression of adhesion molecules

FTC, TDE, ABC and 3TC had no effect on the
expression of E-selecun, intercellular adhesion mol-
ecule-1 (ICAM-1) or vascular cell adhesion molecule-1
(VCAM-1) in HUVECs [Table 1). Treatment of whole
blood with FTC, TDF or 3TC did not alter the expres-
sion of CD11a, CD11b, CIME and CD4% in neu-
trophils or monocytes (Takle 2). Incubation of whele
blood with ARC significantly increased the expression
of CD11b and CD18 in neutrophils and monocytes
{Table 2) but had no effect on CD11a and CD49d.
Lymphocyte adhesion molecules were not modified by
any of the compounds.

3012 Intemational Medical Pres
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Figure 1. Effects of nuclepside reverse transcriptase inhibitors on leukooyfe-endothelial cell interactions

A Individheal Combined
therapy therapy

1,000
BOO
GO0
o
400 d
200
0Ven

051 10 10 10 10A0 pmoll

PR rolling valocity, wm/s

n
(=]

G TOF ABC sTC TODEfABGS
FTCG 3TC
B Individual Combined
therapy therapy
= 2507
E L] a
i 20D
o
= 1504
=
2 100
R
= 1 [ 1
: o
= Veh 510 051 10 40 101040 pmold
FTC TDF ABC 3TC TDF ABC/
FTC 3TC
C Individheal CGombined
40— therapy therapy

PH adhesion, cells/mn
=% ]
(=} (=]
] ]

. i

Veh 510 051 1."1IZI1I:I.I'1IZI nmiokl

FTC AE-G STI: TOF/ ABG/
FTC 3TC

(=]

PEMC ralling velodty, pmé
2
[=]
EI‘"
= I |

FBEMC olling fux, celsmin
- =y (%]
o [=] (43} [=]
[=] [=] [=] [=] [=]
A=
=
a

Individual Combined
therapy therapy

[=]
s O

- 800

400
200
u eh 0.51 i0 10 1|"1EI A0 wmold
TOF ABC 3TC TDF/ ABC/
FTG 3TC
E Individual Combined
250 therapy therapy

051 140 1040 pmold
TOF ABG E-TG TDF! ABCY
FTC 3TC
F Individual Combined
T 404 therapy therapy
E 30 “

10 A0 [

Veh 510 051 10 10 140 1040 pmold
FTC TOF ABC 3TC TDFRABCY
FTG

Comparison of the effeds of emtricitabine (FT0, tenofovir (TDF), atacavir (ABC), Bmivedine [3F0), TDEFTC or ABLTITC on (A rolling velocity, (B] rolling flux: and (0
adhesion of periphesl blood polymorphonudear celis (PMM]) and on (D) rollng velooity, {E) rolling Sl and {F) adhesion of peripheral Hood mononuchear ools FEMCL
Human w=hilical wein endothelial cell and leukocytes (P8 or PEMC:] were treated (4 h) with FIC [5-10 molfl), TOF (0.5-1 umolfT], ABC (10 weoliT), 37C (b0 pmolil],
TORFTC [1jv0 pmedil), ABCIAFC (3000 umollT) or wehicle. Results are mean o, o=2 (R0.001 werses comesponding value in vehicle-trexted geoup [ANOVA foll owed
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Discussion

This 15 the first study to analyse the effects of the
two most recommended NRTILs, TDF and FTC, on

leukocyte accumulation. We evaluated the effects

Antram| Therapy 17.8

of both drugs individually and together, as they are
admunistered in clinical practice, and compared them
with those of the recommended alternanve comba-
nation (ABC/3TC). Concentrations of TDF (0.5-1
pmoll), FTC (5-10 pmol1), ABC {10 pmol} or 3TC
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Table 1. Expression of endothelial adhesion molecules
E-selectin, ICAM-1 and VCAM-1 on HUVECS

FIC TOF ABC I
E-selectin masian mrziza noaimo m.a 188
ICAR-1 Mg iET  WOEFEFA D44 TIER BoainF
WCAM-1 MEIEE 1MW@OEEE SIS EEY: A

Data is adhesion molecules n buman umbibcald vein ensdothelial cells (HUVEDS),

perentage versus control. HUWVECS were treated with esricitabine :-_L' jix]

umolll, tencfosi [TOF: 1 pe=oll], sbacavis (ABC: 10 pmalfl], Bmivadine {350

'H] umolil} or vehicle (4 b) and were arahyed by fiow cytometry 2s desoribed

Pucrescein mothiooyanate- or phyooenythrin-Aucrsscence wilues

are expresed a5 a pereentage of the mean fluorescence intensities of contnol

cells {1009%). Results are mecn Tow of r=q-E expesiments. ANOVA followed by
Mewman-Keuls test was performed. ICAM- 1, interceliular adhesion mokecule-1;

WCANL 1, vascular ool adhesicn molecale- 1

(10 pmol/l1) mimicking those found in clinical contexts
(0.5-1.3, 2.7-10.4, 3-10 and 1.5-8 pmaoll], respec-
tively) were employed [12,13]. TDE, FIC and 3TC
had no effect on human leukocyte—endothelial cell
interactions. In contrast, ABC induced accumulation
of white cells. This distinct pattern was reproduced
when drugs were administered in combination; in
other words, ABCATC significantly influenced roll-
ing and adhesion while TDEFTC did not. However,
ABRC exerted a similar action alone or in combina-
tion [ABCAATC), which points to this drug as being
responsible for the effects observed. The dynamic
experimental system we have employed, in which leu-
kocytes flow over a monolaver of HUVECs 15 widely
acknowledged to accurately reproduce the rolling and
adhesion processes that precede the formation of an
inflammatory focus in piweo. It has provided valuable
insight into leukocytelendotheliom interactions [9,10],
and has been used to analyse leukocyte recruitment in
patients with TV} [14] and to determine the vascular
proinflammatory effects of drugs [15]. Furthermaore,
these mr pitro conditions allow the actions of a speafic
agent or combination to be assessed, thereby overcom-

ing the imitations of dinical studies.

We also evaluated effects of TDE FTC and 3TC on
key adhesion molecules and found that none of the
three drugs altered the expression of CIM1a, CD11b,
CD18 or CD49d (present in leukocyies) or endothe-
lial E-selectin, ICAM-1 or VCAM-1. In contrast, ARC
induced CD11b and CD1E expression {Mac-1), while
it had no effect on CD11a, CD49d or endothelial adhe-

sion molecules.

Mac-1, an adhesion molecule, is thought to be the
link between cellular adhesion and thrombosis [16].
Present in neutrophils and monocytes, it interacts with
either 1ts constitutive endothelial lipand ICAM-1, caus-
ing it to adhere to the endothelium [6], or with platelet
ligands (GPIbet, o B, and JAM-3) [7], thereby mediat-

ing leukocyte engagement of platelets [16].

1618
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The actions of ABC could be related to its chemi-
cal structure. Since leukocyte accumulation 15 induced
only by cyclic punne analogues (ABC or ddl), and not
by pyrimidine analogues (3TC, sidovudine, FTC) or the
acychic nucleotide TDF [current observations and [3]),
we propose that ABC and ddl competitively inhibit the
purime signalling cascade and increase levels of prom-
flammatory ATP. This would lead to augmentation of
CD11CI 8 and, consequently, of leukooyte—endothe-
lial interactions. This mechanism is related to the one
that seems o underlie activation of platelets by ABC,
which involves inhibition of puanylyl cyvclase, followed
by a decrease in ¢GMP and increased expression of
P-selectin [17].

Clinical studies suggested a relationship between ABC
{but not TDEFTC) and CVD [3,4] and have implicated
the expression of metabolic, inflammatory, procoagu-
lamt or endothelial markers in said relationshap [18,19].
For instance, patients switching from ABC/3TC to
TDEFTC show improvements in both arterial stiffness
and CVD markers, including c-reactive protein, inter-
leukin (IL}-6&, D-dimer and cholesterol [20]. Indeed, two
studies have concluded that TDF has anti-inflammatory
potential. One reported a significant improvement in
the endothelial dysfunction associated with HIV-infec-
tion and decreased levels of sVCAM-1 and monocyte
chemoattractant protem-1 in patients receiving TDF,
but not in those on ABC [21]. The second described the
capacity of TDF to undermine the release of cardiovas-
cular-related inflammatory cytokmes (IL-8 and MIP-
1) from human primary cells and to produce a shift in
the [L-1VIL-12 balance towards an anti-inflammatory
profile [22].

Given that CVD is the most prevalent cause of death
among the normal aged population, any hint of an asso-
ciation with the drugs used in combined antiretroviral
therapy is of great relevance. Cur results should be meer-
preted with caution, but they do confirm recent climcal
evidence that the combination TDEFTC has a better vas-
cular profile than that of ARCS3TC and endorse recent
guidelines favounng the use of TDEFTL.
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Table 2. Expression of leukocyte adhesion molecules CD11a, CD11b, CD18 and CO4%d integrin subunits on newtrophils and
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Adhesion malecules in COna 96EE14 BE2 X206 ek e ] Lk e R

neutrophils, % wersus control CDnb 963 H0.3 o334 1608 X145 oE31a
Ce 968 141 OE3 157 1224 170° oz 1eiaz
CDwad 99.7 207 = e ook HLE T

Adhesion molecules in CDna 99,1 4.7 105.6 4.6 1069 166 102.8 3210
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Whole blood was breated with emtricitshine (FIC; 10 pmolf1], tenofover (TOF; 1 pmoll), abacavir (ABC: 90 pmolfT], Bmivedine [35C;10 pmolfl] or wehick: (4 h) and was
anzhysed by flow cytometry, as deseribed in Metfods. Flunresoein issthiooyanate- or phyeoenythein-fucrescence values are sxpressed & 3 pestentage of the mean
fucrescence mtessties of control celis [ 400°%]. Results are mean 2o of o=4-5 experiments. "P0.00 versus cormeponding value in wehicle-breabed group (ANDVA
followed by Newman-Keuls test),

CDP performed the research, and was assisted by SO,

SC and MM-C. CDP and AA analysed the data. JVE

and AA designed the research and wrote the manuscript.

Disclosure statement

The authors declare no competing interests.

References

1.

Thompson MA, Abcrg JA, Cahn I ef al. Antirctroviral
treatment of adalt HIV mfretion: 2010 recommendations
of the Intcrnanonal AIDS Socicy-USA pand. JAMA 2010;
I04:321-333.
Ribaudo H], Benson CA, Y, e al. Mo nsk of myocardial
infarction assooa with mrbal antirctroviral treatment

ming abacavir: short and long-term resals from ACTG
ASWUﬂ.lJl‘E Clin Imfect [is .lﬂnf‘l.' 51019940,
Sabin CA, Worm Sw{w:h:r I, =t al. Usc of nuclcomndc
VTS transcr inhibitors and risk of myocardial
infarctsom in HIV-infocted ﬂfﬂnl}mnﬂ:ﬂ m the D:A:D

stody: @ mulo-cohort collaboramon. Lamest 2008;
37141721426,

The SMART/AINSIGHT and the D:A:D Study Groups. Usc
of nucleoside reverse transcnptasc inhibizors and nisk of
myncardial infarction m HIV-infected patients. AIDS 2008;
hATERGTY

Behrens GM, Ress P Abacavir and cardiovascular risk.
Caurr Chirim Imfect Dis 2010; 23:2-14.

Cardos T, Harlan [M. Leuk athclial adhezion
mobooules. Blood 1994; 84:2068-2101.

Gawaz M, Langer H, May AR Platclets in inflammation
and athcrogencss. | Ulir Dvest 2005; 115:3378-3384.

e Pablo C, Orden 5, Apostolova W, Blanguer A,

Explupgocs _'I"“u" Alvarce A. Abacavir and didanosin induoe the
il.'ll.'l:l.'ll:l:iurl &m‘cﬂ'l |'|I.I:I'|:|i.11 |I:|Jkl:|c\'tﬂ- il'ld :ndnﬂ'lc]ii] Cd.l.‘
through Mac-1 upregulasion. AIDS 2010; 24:1259-1266.

Goct D], Gredf DM, Shon [, Losanskas FW Cell-cell
adhcsive intcractions in an in vitro flow chamber. Mathods
Mol Biol 1999; 96:137-145.

. Luscingkas FW, Kansas G5, Ding H, ot af. Monocyte rolling,

arrcst and spreading on 1L-4-actvated vascular endothcliom
Ilrll:]-l:r ﬂ.ﬂw 1= md.imd \'[‘ xthﬂ] i.-l:l:ic".‘l ﬂ'l: I.-R]Dcl'irl,
beta 1-intcpring, and beta 2-integrins. [ Cell Biol 1954;
12514171427,

Antraml| Thermapy 17.8

1L

1%

14

15.

16

17

18

15

0.

.

I

Acoepted 21 July 2013; published online 7 September 2012

Giee [N, Winght LE, fimmeormann [, Cole K, Soulc K,
Ubowsk: M. Eﬁm:l:i'l]-']:u.'lfnxid: cxpasure modulates HL-60
cell rolling intcractons. Brosci Bep 2012; 32:375-342.
Wang X, Cha: H, Lin PH, Yao (3, Chen C. Roles and
mechanisms of human immuno ICTICY ¥ITOS progcasc
inhthnr T[w'ﬂ.‘"{r ll.'ll:] Cd'l:r =.111:|-|'lLI:rI:|=.11 immunnd’c&i:mr
virus drags in cndothelial dysfunction of porcine pulmonary
arterics and human pulmonary artcry rmf:u:l'u:ﬁa.'l eclls. Am
T Batbal 2009; 174771781,

Parks DA, Jennings HC, Taylor OW, Acosta FI
Pharmacokinctics of oncc-datly tenofovin, cminctabane,
ritomavir and fosamprenavie m HIV-infocerd subjeers. ATDS
20r7; 21:1373-1375.

Victor WM, Rocha M, Banuls C, &f al. Induction of cadative
stress and human leukocytoiendothehial ol ingcractions in

i ovary syndrome paticnts with insulin resistance.
}:‘E{ﬁh Endocring Metak Z'fﬁ ; Ma3115-3122.
Gal M ja C, Morigi M, ef al_ Cyclosparme cnh
]-::lcl:E;r: :hhzg:n‘i‘m vascular cndothelium urlTiu.'cphy;:l:-nt;:
flowr conditions. Am | Kidney i 1996; 28:23-31.
Hirahashi [, Hishikawa K, Kanamc 5, et al. Mac-1 (CD1 W
CD1 E:I I.".'l = |T|.ﬂ=.|'l'|m‘hﬂn lnd 'I‘]lrnm T omc
injury. Circulation 200%; 120:1255-1265.

Baum P, Sullam PM, Stoddare CA, McoCuone [M. Abacawvir
increases platcler r::.u:l:iv{i via compotitive mhibinon of
solublc guanylyl cyclasc. AITNS 2017; 25:2241-1244,
Rasmuosscn TA, Talstrup M, ."r'[l:lchi'nr!rn 1, et al. Evaluation
of ;a:l:]iuﬂn:ufa.r brpmarkers in HIV-infected paticnts
switching to a wir or tenofovie based therapy. BMOC
Imfect Dz 2011; 11:267.

Padilla 5, Masia M, Garcia M, Jarrin [, Tormo C, Guticrrez E
Early changes m inflammatory and pro-thrombots i
baomarkers in paticnes o antirctroviral therapy wath
ahacavir or tenofovie. BMC J'Jr,flﬁrc! i 2011: 11400

Sinn K, Richardson B, Carr A Lower arterial stiffnos and
Framim srore after switchimg abacavir to tonofovir m
men at high cardiovascular nsk. AIDS 2010; 24:2403-2405.
Francisca I, ]"-gJ:iTl.l:H[ E, Bclfion B, et al, ]mp.ﬂ:t of tlrn.uﬁ:'r.ir
vErsus wir on “rc] chal dysfunction.

on
AIDS Patient Care STDS 2011; 25:567-569.
Mckhjorscn |, Risor MW, Sogaard 05, &f al. Tenofovir

sclectively regulatcs producnion of inflammatory cytokines
and shifes the |].-'|2||ﬁ.-1|:| balance m human primary cclls.
I Acguir Imrnme Defic Syndr 2011; 57:265-275.

1613

229






ARTICULO III

Profile of leukocyte-endothelial cell
interactions induced in venules and
arterioles by nucleoside reverse

transcriptase inhibitors in vivo

De Pablo C, Orden S, Peris JE, Barrachina MD,
Esplugues JV, Alvarez A

The Journal of Infectious Diseases, 2013 (in press)







IX.ARTICULOS CIENTIFICOS

Profile of leukocyte-endothelial cell interactions induced in venules and
arterioles by nucleoside reverse transcriptase inhibitors in vivo
Carmen DE PABLO?, Samuel ORDEN?, Jose E. PERIS

Maria D. BARRACHINAL, Juan V. ESPLUGUES!®and Angeles ALVAREZ!*

!Departamento de Farmacologia and CIBERehd, Facultad de Medicina,
Universidad de Valencia, Valencia, Spain. 2Departamento de Farmacia y
Tecnologia Farmacéutica, Facultad de Farmacia, Universidad de Valencia,
Valencia, Spain. S3FISABIO-Fundacién Hospital Universitario Dr. Peset,

Valencia, Spain. “Fundacion General Universidad de Valencia, Valencia, Spain.

Total text word count: 1993

Total abstract word count: 99

Running head: NRTIs and leukocyte accumulation in vivo

Keywords: NRTI, abacavir, didanosine, tenofovir, lamivudine, zidovudine,

emtricitabine, leukocyte-endothelium interactions, HIV, cardiovascular diseases.

Footnote:
Disclosure statement: The authors declare no competing interests.
Sources of funding: This work was supported by Ministerio de Ciencia e

Innovacion [grants SAF2010-16030 and SAF2010-20231], Ministerio de

233



IX.ARTICULOS CIENTIFICOS

Sanidad y Consumo [grant P111/00327], CIBERehd [grant CB06/04/0071] and
Generalitat Valenciana [grant PROMETEO/2010/060]. C.d.P. was funded by
Ministerio de Ciencia e Innovacion [FPI grant BES-2008-004338] and by
Fundacién Juan Esplugues and S.O. by Universidad de Valencia [VLC-
CAMPUS grant]. A.A. was supported by Ministerio de Ciencia e Innovacion
[Ramdn y Cajal program RYC2005-002295 and I3 program].

Presented in part: 12th International Workshop on Adverse Drug Reactions and
co-Morbidities in HIV, London, United Kingdom, November 2010 (abstract A4);
18th Conference on Retroviruses and Opportunistic Infections (CROI 2011),
Boston, USA, February-March 2011 (abstract 815); 6th European Congress of

Pharmacology, Granada, Spain, July 2012 (abstract 662).

Corresponding author details:

Angeles Alvarez. Departamento de Farmacologia, Facultad de Medicina,
Universidad de Valencia. Avda. Blasco Ibafez 15-17, 46010 Valencia, Spain.
Fax. 34-96-3983879. Tel. 34-96-3864898.

angeles.alvarez@uv.es

234


mailto:

IX.ARTICULOS CIENTIFICOS

ABSTRACT

Background: There is controversy regarding cardiovascular (CV) toxicity of the
nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTIs) employed in HIV-treatment.
Methods: We evaluated the effects of NRTIs on leukocyte-endothelium
interactions, a hallmark of CV diseases, in rat mesenteric vessels by intravital
microscopy and in human arterial cells using a flow chamber system.

Results: Abacavir and didanosine increased rolling, adhesion and emigration in
rat vessels. These effects were reversed with antibodies against Mac-1 or ICAM-
1 and were reproduced in human cells. Lamivudine, zidovudine, emtricitabine
and tenofovir had no effects.

Conclusion: Our results support the association of abacavir and didanosine with

CV diseases.

235



IX.ARTICULOS CIENTIFICOS

INTRODUCTION

Combined antiretroviral therapy (CART) has reduced the mortality rates
associated with the HIV infection. However, with the increased longevity of
patients there is growing concern about the adverse effects generated by this life-
long treatment. The association with cardiovascular (CV) diseases is especially
worrying given that HIV-infected subjects are already at risk of developing such
conditions due to the virus [5]. CART is a combination of at least three drugs: a
non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor (NNRTI) and/or a protease
inhibitor (PI), plus two nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTISs), the
latter of which always forms a part of this therapy. Despite the controversy
surrounding the CV toxicity of abacavir (ABC) [6], recent guidelines continue to
recommend an initial regimen of this NRTI with lamivudine (3TC) [7].

Evidence supports the implication of vascular inflammatory mechanisms in the
association between ABC and CV, including enhanced platelet reactivity, T-cell
activation, arterial stiffness and endothelial dysfunction [5]. In addition, we have
recently demonstrated in vitro the specific capacity of ABC and ddl to elicit
leukocyte accumulation in venular endothelium [8, 9], a hallmark of vascular
diseases characterized by inflammation such as atherosclerosis [6]. The
endothelium is the principal controller of white cell traffic between the blood
stream and extravascular space. This process involves a cascade of adhesive
interactions between leukocytes and endothelial cells manifested in leukocyte
rolling, leading to firm adhesion and subsequential endothelial transmigration.

Although leukocyte recruitment via postcapillary venules is particularly
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important in many inflammatory diseases, despite being less common, the
interaction with arteries is crucial to the mononuclear infiltration appearing in the
genesis of atherosclerotic processes [10].

We have performed in vivo experiments, in venules and arterioles, to evaluate the
relevance of and mechanisms implicated in the leukocyte-endothelium
interactions induced by ABC and didanosine (ddl). In addition, we have
compared their actions with those of other NRTIs and assessed their effects on

the interactions of leukocytes with human arterial cells in vitro.

METHODS

Intravital microscopy

Leukocyte-endothelial cell interactions were evaluated in anesthetized Sprague-
Dawley rats (200-250 g; with sodium pentobarbital 65 mg/kg, i.p.) following a
standard technique [10]. A segment of the midjejunum was placed over an
optically clear viewing pedestal at 37°C for tissue transillumination. The exposed
mesentery was superfused with bicarbonate buffer saline (BBS; pH 7.4, 37°C, 2
mL min) and visualized using an orthostatic microscope (Nikon Optiphot-2,
SMZ1, Nikon, Badhoevedor, The Netherlands) coupled to a video camera (Sony
SSC-C350P; Sony, Koeln, Germany) to allow image capturing on videotape
(Sony SVT-S3000P) for playback analysis. A video caliper (Microcirculation
Research Institute, Texas A&M University, College Station, TX) allowed the

diameter of arterioles (15-30 um) and single unbranched mesenteric venules (25-
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40 um) to be measured on-line. Hemodynamic parameters were calculated as

described previously [10].

Experimental protocol

Animals were injected (2.5 mL, i.p.) with saline or one of the following NRTI
solutions: ABC (1-10 umol/L equivalent to 8-80 pg/kg), ddl (5 umol/L, 15
ug/kg), 3TC (10 umol/L, 30 ug/kg), zidovudine (ZDV, 5 umol/L, 17 nug/kg),
emtricitabine (FTC, 10 umol/L, 30 ug/kg) or tenofovir (TDF, 1-5 umol/L, 4-18
ug/kg). All doses were representative of plasma concentrations in patients [11-
13] and administered i.p. as is usual in intravital microscopy [[10, 14]. ABC was
also orally (100 mg/kg) administered [15]. Images (5-min period) were recorded

4 h later (in some cases at 24 or 48 h) and evaluated off-line by a blind observer.

Adhesion molecules were determined by pre-treatment (30 minutes prior to
NRTI) with blocking- or with the corresponding control-antibodies (mADbs)
injected through the tail vein in doses of 2 mg/kg for WT-5 (antirat Mac-1,
CD11b) and 1 mg/kg for WT-3 (antirat B2-integrins, CD18) and 1A29 (antirat
ICAM-1, CD54), which have been shown to block the in vivo function of the
adhesion molecules analyzed [10, 16].

Flow cytometry

Portal blood samples were incubated (40 pL, 20 min, ice, in darkness) with
saturating amounts of the corresponding conjugated mAb antirat-FITC and then

lysed and fixed [10]. Expression of adhesion molecules in granulocytes,
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monocytes and lymphocytes was analyzed with a FACScalibur Flow Cytometer

(BD).

Cell culture

Human umbilical arterial endothelial cells (HUAEC, Passage 1) and peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) from healthy volunteers were from Hospital
Clinico Universitario (Valencia). PBMC and HUAEC were treated independently
(4 h, 37°C) with ABC (1-10 umol/L), ddI (5 umol/L), 3TC (10 umol/L), ZDV (5

umol/L), FTC (10 umol/L), TDF (1 umol/L) or control [8, 9].

Dynamic adhesion assay

The parallel plate flow chamber model used has been described previously [9]. In
brief, coverslips containing confluent HUAEC monolayers were inserted in a
chamber (37°C) and a portion (5 x 25 mm) exposed to the flow. The chamber
was mounted on an inverted microscope (Nikon Eclipse TE 2000-S, x40
Amstleveen, The Netherlands) with a video-camera (Sony Exware HAD, Koeln,
Germany). PBMCs were resuspended in buffer (Dulbecco's PBS with Ca?* and
Mg?* [DPBS*] containing 20 mM HEPES and 0.1% HAS) at 0.5 x 106 cells/mL
and drawn across the monolayer (flow rate 0.36 mL/min, shear stress 0.7
dyne/cm?). Images of a single field were recorded (5 min) and parameters

determined.
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Materials

Sprague-Dawley Rats (Charles River Laboratories, Barcelona, Spain);
pentobarbital (Guinama, Valencia, Spain); antibodies and lysis solution (BD
Bioscience, Madrid, Spain); Dulbecco's PBS (DPBS), EGM-2 culture media and
fetal bovine serum (Lonza, Barcelona, Spain); human serum albumine (HSA,
albuminate 25%), RPMI1640 supplemented with 20 mM HEPES, HBSS,
fibronectin and dextran (Sigma Chemical Co, Madrid, Spain); Ficoll-Paque TM
Plus (GE Healthcare, Valencia, Spain); coverslips (Nunc, Thermo Fisher
Scientific, Madrid, Spain); PBS, collagenase, and trypsin (Gibco, Invitrogen,
Barcelona, Spain); and antiretrovirals (Sequoia Research Products, Pangbourne,

UK).

Ethics and Statistics

Human (all donors provided informed consent) and animal procedures followed
the Spanish laws and were approved by the respective Hospital or Faculty Ethic
Committee. One-way ANOVA with a Newman-Keuls correction was employed

(mean + S.E.M, n>4, p <0.05).

RESULTS

Leukocyte-endothelial interactions in venules and arterioles

ABC induced a significant and dose-dependent decrease in leukocyte rolling
velocity (Fig 1A), while increasing rolling flux (Fig 1B), adhesion (Fig 1C) and

emigration (Fig 1D) in rat venules and adhesion in rat arterioles (Fig 1E). The
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effects of ABC (5 pmol/L, i.p.) were reproduced following oral dosage (100
mg/kg) (data not shown). The effects of ABC (10 umol/L, i.p.) were acute and
reversible, with values returning to levels similar to control levels 48 h later (data
not shown). The in vivo results obtained in rat arterioles were reproduced in vitro
in human cells. ABC induced a significant decrease in PBMC rolling velocity
and an increase in rolling flux and adhesion (Supplementary Fig 1). ddI (Fig 1
and Supplementary Fig 1), but not ZDV, 3TC, FTC or TDF (data not shown),

triggered a response similar to ABC both in vivo and in vitro.

Role of Mac-1 and ICAM-1

Flow cytometry revealed that both ABC and ddl induced a significant increase in
CD11b and CD18 in rat neutrophils and monocytes, while having no effect on
CD11a, CD49d or CD62L (Supplementary table 1). In animals treated with ddl,
CD11b/c expression was enhanced in monocytes but not in neutrophils, while
ABC had no bearing on either of these leukocyte populations. Neither ABC nor
ddl exerted any influence on the adhesion molecules of lymphocytes (data not
shown).

The effects of ABC and ddl were reversed by pretreatment with antibodies
against Mac-1 (CD11b/CD18) or its ligand ICAM-1 (CD54) (Fig 2 and

Supplementary Fig 2).
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DISCUSSION

This is the first study to analyse in vivo (in venules and arterioles) and in vitro (in
arteries) the effects of the NRTIs most widely employed in HIV-treatment (ABC,
ddl, 3TC, ZDV, FTC and TDF) on the trafficking of leukocytes from blood to
tissue. Our in vivo results show that ABC and ddl induce inflammatory events
through the interaction of the leukocyte’s Mac-1 with its endothelial ligand
ICAM-1. They expand preliminary in vitro data which suggested that ABC and
ddl elicit leukocyte accumulation in venular endothelial cells [8]. We have now
performed an in-depth investigation with intravital microscopy, a technique that
has been instrumental in understanding the inflammatory cascade associated with
vascular diseases and its pharmacological modulation [14, 17], in order to
analyse the nature and characteristics of the leukocyte-endothelial cell interplay
induced by NRTIs.

In this setting, concentrations of ABC (1-10 umol/L) and ddI (5 umol/L) that
mimicked those present in patients (1-8 and 3-10 umol/L respectively) [11-13]
not only induced leukocyte rolling and adhesion in postcapillary venules — of
which we have observed signs previously [8] - but also caused significant
leukocyte emigration. The fact that similar results were obtained with oral and
i.p. ABC rules out a potential limitation of our intravital approach; i.e. that the
pharmacokinetics of the i.p. administration of the drug do not replicate the
clinical reality. Furthermore, although we did not measure the intracellular

concentrations of the active metabolite of ABC, carbovir, the fact that its effects
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were reversible and with a duration matching half-life of its metabolite (£20h)
[13], but not of ABC (£2 h), suggests that carbovir was implicated.

The migratory effect evidences the high activation elicited by ABC and ddl,
since white cells moving towards inflamed tissue represent the last and critical
step of leukocyte-endothelium interactions. Indeed, emigration is the point of no
return in inflammatory responses, as preceding phases - rolling and adhesion -
are reversible, and most leukocytes that attach to postcapillary venules at the site
of inflammation eventually reenter the circulation. In contrast, leukocytes that
commit to diapedesis do not return, — or at least not as the same cell type [18].
Importantly, we have appreciated that these two NRTIs also provoke leukocyte
adhesion in arterioles. Despite the fact that the level of adhesion was lower than
in venules, and that no rolling or emigration was apparent, these arterial effects
are surprising, since few stimuli are capable of modifying the arteriolar-leukocyte
parameters revealed by intravital microscopy, including perivascular laser injury,
cigarette smoke, TNFa or Angiotensin-1l [10]. Indeed, interaction with arteries is
essential for mononuclear infiltration during genesis of the atherosclerotic
process. Therefore, it is highly relevant that both drugs induced mononuclear
(PBMC) rolling and adhesion in human arterial cells. This effect was evaluated
in a dynamic flow adhesion assay, a well-established in vitro system employed
for example to analyse leukocyte recruitment in patients with CV diseases or the
vascular pro/anti-inflammatory effects of drugs [19].

Flow cytometry revealed that ABC and ddl induced selective up-regulation of

Mac-1 (CD11b/CD18) on the surface of rat neutrophils and monocytes without
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influencing the expression of CD11la, CD49d or CD62L. The only disparity
between the two drugs was the augmentation of CD11b/c on rat monocytes by
ddl. Furthermore, the in vivo interactions induced by ABC or ddI were prevented
by antibodies against CD11b, CD18 or its endothelial ligand ICAM-1 (CD54).
As a whole, these data clearly implicate Mac-1 (CD11b/CD18) and ICAM-1
(CD54) in the leukocyte-endothelial interactions induced by these two
antiretrovirals. Interestingly, Mac-1 has been proposed as the link between
cellular adhesion and thrombosis [20]. It is present in neutrophils and monocytes,
where it interacts with ICAM-1, causing them to adhere to the endothelium [8]. It
also interacts with platelet ligands [8] to mediate the leukocyte engagement of

platelets, a fundamental step in the onset of the thrombotic process [20].

The effects of ABC and ddl in venules and arterioles were not reproduced (in
vivo or in vitro) by the other NRTIs evaluated (data not shown, [8, 9]).
Remarkably, if the chemical structure of the compounds is taken into account, a
pattern of activity emerges; changes were induced by cyclic purine analogues
(ABC or ddl), but not by pyrimidine analogues (3TC, ZDV, FTC) or the acyclic

nucleotide TDF.

We must be cautious when extrapolating experimental data to the clinical human
situation, particularly when complex pathological situations are involved. One
potential limitation of this study could be that we have not used cells from HIV-

patients in order to evaluate the effects of the drugs on their vascular responses.
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However, even if this is taken into account, the differences we have observed in
CV toxicity profile support the recently clinical association of ABC and ddl with

CV diseases.
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Supplementary Table 1. Expression of leukocyte adhesion molecules CD11a,

CD11b, CD1l1bl/c,

CD18, CD49d

integrin subunits and CDG62L on

neutrophils or monocytes from animals treated with abacavir or didanosine.

Mean fluorescence (% of control)

ABC (10 pmol/L)

ddl (5 umol/L)

Neutrophils

Monocytes | Neutrophils | Monocytes

CD11a 105.3+6.7

99.1+5.3 94.2+8.5 104.349.5

CD11b 141.5£11.2%*

148.5+13.2%* | 121.6+5.9** | 138.2+14.4**

CD11b/c 108.1+5.2

115.3+10.8 119.9410.3 | 147.2+8.1%**

CD18 123.2+8.2** 134.7£13.7 | 134.1£13.7* | 132.8+7.6**
CD49d 90.315.7 95.614.3 104.4+6.6 98.5+11.7
CD62L 92.6+10.1 92.6+10.5 102.8+10.4 103.6%4.2

Rats were treated intraperitoneally with saline (vehicle),

abacavir (ABC, 10

umol/L) or didanosine (ddl, 5 umol/L). Portal blood samples were obtained after

intravital microscopy and the expression of adhesion molecules analysed by flow

cytometry. Fluorescein isothyocianate (FITC)-fluorescence values are expressed

as a percentage of the mean fluorescence intensities of control cells (100%).

Results are mean + SEM of n=7-9 experiments. *P<0.05 or **P<0.01 vs. the

corresponding value in vehicle-treated group (ANOVA followed by Newman-

Keuls test).
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Figure legends

Figure 1. Effects of NTRIs on leukocyte responses in rat mesenteric
postcapillary vessels. Animals were treated (i.p.) with saline (vehicle), abacavir
(ABC, 1-10 umol/L) or didanosine (ddl, 5 umol/L). Responses of leukocyte
rolling velocity (A), rolling flux (B), adhesion (C) and emigration (D) in venules
and adhesion (E) in arterioles were quantified 4 h later. Rolling flux was assessed
offline by counting the number of leukocytes passing a reference point in the
vessel per min. Leukocyte rolling velocity (Vwnc) was calculated by measuring
the time required for these cells to travel along 100 um of the venule and
expressed as um/s. A leukocyte was considered to have adhered to the
endothelium if it remained stationary for a period > 30s (number/100 pm of
vessel), while emigration was expressed as number of interstitial
leukocytes/field. Results are mean + SEM, n=4. **P<0.01 vs. corresponding

value in vehicle-treated group (ANOVA followed by Newman-Keuls test).

Figure 2. Role of Mac-1 and ICAM-1 in abacavir-induced leukocyte-
endothelium interactions in rat mesenteric postcapillary vessels. Rats were
treated (i.p.) with saline (vehicle) or abacavir (ABC, 10 umol/L). Some animals
were treated (i.v.) with anti-CD11b mAb, anti-CD18 mAb, anti-ICAM-1 or the
corresponding control mAb 30 min before administration of ABC. Responses of
leukocyte rolling velocity (A), rolling flux (B), adhesion (C) and emigration (D)
in venules and adhesion (E) in arterioles were quantified 4 h later. Rolling flux

was assessed offline by counting the number of leukocytes passing a reference
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point in the vessel per min. Leukocyte rolling velocity (Vwnc) was calculated by
measuring the time required for these cells to travel along 100 um of the venule
and expressed as um/s. A leukocyte was considered to have adhered to the
endothelium if it remained stationary for a period > 30s (number/100 pm of
vessel), while emigration was expressed as number of interstitial
leukocytes/field. Results are mean + SEM, n=4-5. **P<0.01 vs. corresponding
value in vehicle-treated group. ++ P<0.01 vs. corresponding value in ABC-

treated group (ANOVA followed by Newman-Keuls test).

Supplementary Figure 1. Effects of NRTIs on leukocyte interaction with
human arterial endothelial cells. Human umbilical arterial endothelial cells
(HUAEC) and peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were incubated (4 h)
with abacavir (ABC, 1-10 umol/L), didanosine (ddl, 5 umol/L) or vehicle. After
assembling the flow chamber, rolling velocity (A), rolling flux (B) and adhesion
(C) of PBMC were quantified. Rolling flux was number of cells rolling across
100 um? over a 1-min period. The velocities of 20 consecutive leukocytes in the
field of focus were determined by measuring the time required to travel 100 um.
Leukocytes were considered to be adherent after 30 s of stable contact with the
monolayer in 5 -10 fields. Results are mean = SEM, n=4-6. *P<0.05 or **P<0.01
vs. corresponding value in vehicle-treated group (ANOVA followed by

Newman-Keuls test).
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Supplementary Figure 2. Role of Mac-1 and ICAM-1 in didanosine-induced
leukocyte-endothelium interactions in rat mesenteric postcapillary vessels.
Rats were treated (i.p.) with saline (vehicle) or didanosine (ddl, 5 umol/L). Some
animals were treated (i.v.) with anti-CD11b mAb, anti-CD18 mADb, anti-ICAM-1
or the corresponding control mAb 30 minutes before administration of ddl.
Responses of leukocyte rolling velocity (A), rolling flux (B), adhesion (C) and
emigration (D) in venules and adhesion (E) in arterioles were quantified 4 h later.
Rolling flux was assessed offline by counting the number of leukocytes passing a
reference point in the vessel per min. Leukocyte rolling velocity (Vws) was
calculated by measuring the time required for these cells to travel along 100 um
of the venule and expressed as um/s. A leukocyte was considered to have
adhered to the endothelium if it remained stationary for a period > 30 s
(number/100 pm of vessel), while emigration was expressed as number of
interstitial leukocytes/field. Results are mean + SEM, n=4-5. **P<0.01 vs.
corresponding value in vehicle-treated group. ++ P<0.01 vs. corresponding value

in ddl-treated group (ANOVA followed by Newman-Keuls test).
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Supplementary Figure 1
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Supplementary Figure 2
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