
 
 

 
  

UNIVERSITAT DE VALÈNCIA 

Facultad de Medicina y Odontología 

Departamento de Farmacología 

Doctorado en Biomedicina y Farmacia 

 

EFECTOS PROINFLAMATORIOS DE LOS 

FÁRMACOS ANTIRRETROVIRALES 

INHIBIDORES DE LA TRANSCRIPTASA 

INVERSA ANÁLOGOS DE NUCLEÓSIDO 

IN VITRO E IN VIVO 
 

 

 

 

Tesis Doctoral  

CARMEN DE PABLO BERNAL 

 

Directores 

Dra. ÁNGELES ÁLVAREZ RIBELLES 

Dr. JUAN VICENTE ESPLUGUES MOTA 

 

Valencia, 2013 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

UNIVERSITAT DE VALÈNCIA 

Facultad de Medicina y Odontología 

Departamento de Farmacología 

 

Dña. ÁNGELES ÁLVAREZ RIBELLES, Profesora Asociada del Departamento de 

Farmacología de la Facultad de Medicina y Odontología de la Universidad de 

Valencia e Investigadora de la Fundación General de la Universidad de Valencia. 

 D. JUAN VICENTE ESPLUGUES MOTA, Catedrático del Departamento de 

Farmacología de la Facultad de Medicina y Odontología de la Universidad de 

Valencia, 

 

CERTIFICAN: 

Que el trabajo titulado “Efectos proinflamatorios de los fármacos 

antirretrovirales inhibidores de la transcriptasa inversa análogos de nucleósido 

in vitro e in vivo”, presentado por la Licenciada en Farmacia Dña. CARMEN DE 

PABLO BERNAL, ha sido realizado bajo nuestra dirección y asesoramiento en el 

Departamento de Farmacología de la Facultad de Medicina y Odontología de la 

Universidad de Valencia. 

Concluido el trabajo experimental y bibliográfico, autorizamos la presentación y 

la defensa de esta Tesis Doctoral, para que sea juzgada por el tribunal 

correspondiente. 

Valencia, a 3 de Junio de 2013. 

 

 

 

Fdo. Dra. Ángeles Álvarez Ribelles      Fdo. Dr. Juan Vicente Esplugues Mota 





  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esta Tesis Doctoral ha sido realizada con la financiación de las siguientes becas y 

proyectos: 

BES-2008-004338: Beca FPI del  Ministerio de Ciencia e Innovación Español. 

SAF-2007-60021: “Efectos de los fármacos antirretrovirales sobre la interacción 

leucocito-endotelio”. Proyecto del Ministerio de Educación y Ciencia Español-

Programa de Biomedicina. IP: Ángeles Álvarez Ribelles. 2008-2010. 

SAF-2010-16030: “Estudio de los mecanismos celulares y moleculares que 

median la toxicidad vascular inducida por la terapia antirretroviral”. Proyecto del 

Ministerio de Ciencia e Innovación Español-Programa de Biomedicina.              

IP: Ángeles Álvarez Ribelles. 2011-2013. 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 



  

 

 

 

 
“Y como no sabía que era imposible… lo hizo” 

 

- Albert Einstein - 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                     A mi familia 





  

 

 Agradecimientos…                     

 
Hace algunos años alguien me dijo que si luchas por algo todo lo 

que te rodea termina “reorganizándose” para que lo consigas. No tengo 

claro que esto ocurra siempre, ni a todas las personas, sin embargo yo 

me considero una persona afortunada. Tampoco sé muy bien donde 

está el límite, si es el azar el que hace que las cosas cambien en el 

momento adecuado hacia la dirección adecuada, o si son las propias 

personas quienes, con su esfuerzo, mueven y provocan las situaciones. 

Probablemente sea la suma de las dos fuerzas motoras, unas veces 

tirará más el azar y otras la voluntad. Este pensamiento ha iluminado 

los rincones del largo camino que me ha traído hasta aquí, momento 

que comenzó cuando me incorporé a trabajar en el Departamento de 

Farmacología. El azar hizo que recién llegada a Valencia me encontrara 

en el lugar y en el momento adecuados y la voluntad hizo no 

importarme que dicho trabajo fuera únicamente por un mes y además 

en farmacología… Pufff!!! Mi asignatura “favorita” en la carrera!!! Así, la 

palabra “Tesis Doctoral”, que parecía tan lejana cuando me incorporé a 

la Universidad, ha ido vislumbrándose poco a poco en mi horizonte 

hasta que se ha convertido en una realidad.   

Es difícil entender la importancia de los agradecimientos de una 

tesis hasta que no se ha terminado. Para mi suponen una parte muy 

importante, muy difícil y sobre todo muy especial de mi tesis doctoral. 

Consisten en un arduo trabajo de retrospección, memoria, análisis, 

valoración y  expresión de sentimientos de lo que ha sido mi vida 

durante estos últimos cinco años, así que comprenderéis que no es 

tarea fácil. Es llegado este momento cuando te das cuenta de cuánto 

tienes que agradecer y a cuanta gente. Intentaré concentrar en estas 

líneas la gratitud que siento hacia todas las personas que han 

colaborado en esta “reorganización”, haciendo posible que hoy deje de 

ser un sueño para pasar a ser una realidad. 

 



 

En primer lugar darles las gracias a mis directores de tesis. A la 

Dra. Ángeles Álvarez Ribelles por haberme concedido la oportunidad de 

realizar mi tesis doctoral bajo su dirección. Gracias Ángeles por haber 

creído en mí, haberme apoyado de manera totalmente incondicional 

desde el principio, por defender sin límites aquello en lo que crees, por 

tu dedicación, esfuerzo e ilusión, por enseñarme que “piedrita a piedrita 

se hace pared”, por tu perfección que hace que la mía sea insignificante, 

por hacerme sentir tan orgullosa del mini-equipo que formamos… Pero 

sobre todo, por tu cariño, aunque nunca te lo he dicho eres mi “mami” 

valenciana, que no te quepa duda que has sido la mejor directora de 

tesis que podría haber tenido y que porque de momento hacer otra tesis 

no está en mis planes, si no te elegiría de nuevo. Al     Dr. Juan Vicente 

Esplugues Mota porque sin su apoyo este camino hubiera sido 

imposible, especialmente agradecerle de forma conjunta con el Dr. Juan 

Esplugues Requena su ayuda a los jóvenes investigadores. 

 

A mis compis de laboratorio, especialmente a ti Samu o mejor 

dicho… “Deditos de príncipe”, “Samulin colorado”, “Ordenillos”… sé que 

me vas a matar por poner esto aquí… Pero con ellos quería reflejar que 

aunque ya éramos amigos antes de que la ciencia apareciera en 

nuestras vidas, ahora te has convertido en uno de esos amigos que se 

cuentan con los dedos de la mano. Gracias Samu por todo y por todos 

los momentos que hemos vivido antes y durante esta etapa. Silvi, mi 

“Super nanny” gracias por cuidarme, por escucharme, por tus consejos, 

por tus sustos, por tantos momentos de risas e historias de ciencia 

ficción, por tus miles de detalles, por tus chuches, tus cocas, tus 

tortillas… Jesús, gracias por tu buen rollo, por tu alegría, por nuestras 

conversaciones filosóficas a la hora del café y sobre todo “Cosin” por 

convertirte en mi amigo. Amparo y Dora, mis “suegras de oro”, gracias 

por ser tan excelentes personas, en especial gracias a Amparo por toda 

la trabajera montando cordones, sin ti esta tesis no tendría sentido, 

pero sobre todo gracias por las charlas en cultivos con las cuales he 

crecido personalmente, por hacerme ver que todavía quedan personas 



  

 

con valores, con ideales y que defienden sus principios. Amelia, gracias 

porque con tus locuras has alegrado mis días, conseguías que el café 

siempre acabara en risas. Mario, gracias por no dejar que me hundiera 

en el pozo, por sacarme la sonrisa cada día, por los vales, por las tardes 

de montaditos y las noches de traca, por buscarme un puente bajo el 

que dormir en San Diego, gracias por hacerme sentir que aunque este a 

miles de kilómetros de aquí puedo contar contigo para lo que necesite, 

por ser uno de mis amarillos. A ti, Cris, gracias por intentar ir a correr 

conmigo, por nuestras conversaciones de “footing” y sobre todo por ser 

la alegría en persona, porque así da gusto ir a trabajar. A Maruja, por 

sus historias de juventud, por sus buenos días y por clasificarme como 

persona “normal”. Raquel y María, aunque acabéis de llegar al 

laboratorio gracias por la alegría que desprendéis, podría haber 

pinitoles todos los días!!!.   

A los que aún están, Ana, Haryes, Víctor, Dolo, Nade, Lara, Jorge, 

Brian… y a los que estuvieron, Sonia, Jackie, Josep, Bibi, Antonio, 

Wilfredo, Annia, Irene, Reme, Miriam, Dani, Elena, Natalia, Clara… 

gracias a todos vosotros por haber colaborado de una u otra forma a la 

realización de esta tesis. A l@s “mayores”, Loles, Sara, Mª Ángeles, 

Carlos, Elsa, gracias por estar siempre dispuestos a ayudar, por aportar 

ideas, consejos y por ser un ejemplo de dedicación a la ciencia.  

Klaus Ley, como responsable de mi estancia en San Diego, gracias 

por tener siempre una solución para cualquier problema, por ir siempre 

con una sonrisa, por permitirme ver la ciencia desde otra perspectiva, 

pero sobre todo por hacer mi estancia tan sencilla, agradable y 

fructífera. 

A los donantes, enfermeras, técnicos, médicos y demás personas 

que aunque no aparezcan aquí con nombre y apellidos, han estado 

presentes de alguna forma durante el desarrollo de este trabajo y han 

hecho posible que hoy vea la luz. 

 

Además de a las personas directamente relacionadas con mi vida 

científica quiero dar las gracias especialmente a todas aquellas 



 

personas que indirectamente pero activamente han hecho que en este 

momento esté escribiendo estas líneas…   

 

A mis padres por haberme enseñado que la vida es para los 

valientes y hacer de la frase “el que no arriesga no gana” mi filosofía de 

vida. De vosotros he aprendido que no vale todo en esta vida y que la 

dignidad es un cimiento firme sobre el que sentirse seguro. Por estar 

incondicionalmente a mi lado en los buenos y en los malos momentos, 

animándome siempre a continuar. Por llamarme todos los días de esta 

tesis únicamente para oír mi voz, para saber si estoy bien, aguantando 

de vez en cuando mis malos ratos, mi mal humor… Siempre al pie del 

cañón. Mamá…gracias especialmente a ti, por el cariño y la fuerza de 

esos email que han hecho que se me salten las lágrimas cientos de 

veces a primera hora de la mañana. Por ser tan comprensivos, 

generosos, tiernos…. Habéis hecho que me sienta orgullosa de ser como 

soy y eso os lo debo a vosotros. Necesitaría un millón de tesis para 

agradeceros todo lo que me habéis aportado…Aunque no os lo diga 

tanto como debería… os quiero con locura. 

A mi hermana, Rebe, aunque llevemos media vida jugando al 

ratón y al gato, cada una en una punta de España, sé que siempre 

estás aquí, a mi ladito, apoyándome y queriéndome. Gracias por 

compartir conmigo miles de experiencias, anécdotas, viajes, locuras, 

cotilleos y toneladas de risas. Por hacer de todo lo que hemos vivido 

juntas momentos especiales. Te quiero pequeña!!! 

A mi familia, que ha sabido disculpar mis ausencias y siempre ha 

tenido palabras de ánimo. Por preocuparse de cómo iba mi tesis, mi 

trabajo y mi vida en Valencia. Estoy absolutamente convencida de que 

si de algo puedo presumir en esta vida es de la gran familia que tengo, 

lo que me hace sentir la persona más afortunada de este mundo.  

A mis amigas las boticarias, porque aunque ya hayan pasado seis 

años desde que acabamos la carrera y estemos desperdigadas por el 

mundo, siempre hay ganas de juntarnos y cada vez que lo hacemos es 

como si no hubiera pasado el tiempo. Gracias por las miles de agujetas 



  

 

de la risa!!! A mis amigos “los sorianos”,  que tendrá el agua de Soria, o 

ese gen Numantino… que duros que somos!!! Tres haciendo la tesis… 

Fati la excepción que confirma la regla… gracias por estar ahí siempre, 

por preocuparte, por escucharme, por tus esfuerzos por juntarnos 

todos. Patri, mi segunda hermana, gracias por ser como eres, tan 

“ladie”, tan mona, tan tú… Inés, tu por partida doble, gracias por tu 

apoyo, por tus visitas, tus charlas, tus confidencias, tus risas, tu 

tiempo. A mi profesor de italiano por llenar mi final de tesis de sonrisas 

y del mejor tiramisú del mundo. A mi Pelu, gracias por ser el rey de 

nuestros castillos, pero lo más importante, por hacer feliz a la princesa. 

A Mele, Laura, Laurita, Jorge, Terry, Prassun… Gracias a todos 

vosotros por lo que hemos vivido juntos antes y durante este tiempo y 

por todo lo que nos deparará el futuro. 

 

 

 

 

 

 

Mil gracias a todos… 

 
 
 
 
 

 

  
 
 
 



 

  

 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 



  

 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 

ABREVIATURAS



 

 



  

 

3TC: Lamivudina 

ABC: Abacavir 

ADA: Adenosina deaminasa 

ADN: Ácido desoxirribonucleico 

ADP: Adenosin difosfato 

AK: Adenilato quinasa 

AMP: Adenosin monofosfato 

APV: Amprenavir 

ARN: Ácido ribonucleico 

ARNm: Ácido ribonucleico mensajero 

ATP: Adenosin trifosfato 

ATV: Atazanavir 

BCA: Ácido bicinconínico 

BGG: “Brilliant Blue G pure” 

BSA: Albúmina sérica bovina 

cART: Terapia antiretroviral combinada 

Cmax: Concentración plasmática máxima 

CT: Colesterol total 

CV: Carga viral 

DCFH-DA: Diclorofluoresceína-diacetato 

ddC: Zalcitabina 

ddI : Didanosina  

DLV: Delavirdina 

DPBS: “Dubelcco´s phosphate buffered saline” 

DRV: Darunavir 

EBM-2: “Endothelial cell basal medium-2” 

ECL: “Enhanced luminol-based chemoluminiscent” 

E-NDP-K: Ecto-nucleósido difosfato quinasa 

EEM: Error estándar de la media 

EFV: Efavirenz 



 

ELAM-1: “Endothelial leukocyte adhesion molecule-1” 

ENF: Enfuvirtida 

eNOS: Óxido nítrico sintasa endotelial 

E-NPP: Ecto-nucleótido pirofosfatasa/fosfodiesterasa 

E-NTPDasa: Ecto-nucleósido trifosfato difosfohidrolasa 

ERO: Especies reactivas de oxígeno 

ESL-1: “E-selectin ligand-1” 

ET-1: Endotelina-1 

ETR: Etravirina 

fAPV: Fosamprenavir 

FDA: “Food and Drug Administration”  

FITC: Fluoresceína 

FTC: Emtricitabina 

GA: “Gentamicine sulfate amphotericine B” 

GC: Guanilil ciclasa 

GESIDA: Grupo de Estudio de SIDA 

GMPc: Guanosin monofosfato cíclico 

GTP: Guanosina trifosfato 

HBSS: “Hank´s balanced salt solution” 

HDL-c: “High-density lipoprotein-cholesterol” 

hFGF-B: “Human fibroblast growth factor-basic”  

HRP: “Horseradish peroxidase” 

HSA: Albúmina sérica humana 

HUAEC: Células endoteliales de arteria de cordón umbilical humano 

HUVEC: Células endoteliales de venas de cordón umbilical humano 

IC: Intervalo de confianza 

ICAM-1: “Intercellular cell adhesion molecule-1” 

ICCR5: Inhibidores del co-receptor CCR5 

IDV: Indinavir 

IF: Inhibidores de la fusión 



  

 

II: Inhibidores de la integrasa 

IƘB-: Inhibidor de NF-ƘB 

IL: Interleucina 

IP: Inhibidores de proteasa 

ITIAN: Inhibidores de la transcriptasa inversa análogos de nucleós(t)ido 

ITINAN: Inhibidores de la transcriptasa inversa no análogos de nucleósido 

JAM-3: “Junctional adhesion molecule-3” 

JAMA: “Journal of the American Medical Association” 

LFA-1: “Lymphocyte function associated-1” 

LPV: Lopinavir 

Mac-1: “Macrophage 1 antigen “ 

MCP-1: “Monocyte chemotactic protein-1” 

MIP-1: “Macrophage inflammatory protein-1” 

MRC: Maraviroc 

NF-ƘB: Factor nuclear kappa B 

NFV: Nelfinavir 

NO: Óxido nítrico 

NVP: Nevirapina 

OMS: Organización Mundial de la Salud 

ONUSIDA: Programa Conjunto de las Naciones Unidas sobre el VIH/SIDA 

OR: Odds ratio 

PAF: Factor activador de plaquetas 

PAM: Presión arterial media 

PBMC: Células mononucleares de sangre periférica 

PBS: “Phosphate buffered saline” 

PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas 

PE: Ficoeritrina 

PECAM-1: “Platelet-endothelial cell adhesion molecule-1” 

PMN: Células polimorfonucleares de sangre periférica 

PNP: Purino nucleósido fosforilasa 



 

PSGL-1: “P-selectin glycoprotein ligand-1” 

R3-IGF-1: “Recombinant long R3 Insuline-like growth factor-1” 

RAL: Raltegravir 

rhEGF: “Recombinant human epidermal growth factor” 

RPMI: “Roswell park memorial Institute medium” 

RPV: Rilpivirina 

RR: Riesgo relativo 

RTV: Ritonavir 

SIDA: Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida 

SQV: Saquinavir 

T20: Enfurvitide 

TDF: Tenofovir 

TG: Triglicéridos 

TNF-: Factor de necrosis tumoral  

TPV: Tripanavir 

UDP: Uridina difosfato 

UTP: Uridina trifosfato 

VCAM-1: “Vascular cell adhesion molecule-1” 

VEGF: “Vascular endotelial growth factor” 

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana 

VLA-4: “Very late antigen-4” 

vWF: Factor de von Willebrand 

ZDV: Zidovudina  



  

 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
  
 
 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 

 
 

 

ÍNDICE



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

I. RESUMEN/SUMMARY  ….…………………........................................ 29 

II. INTRODUCCIÓN ……………………………..……………………..………… 35 

1. INFECCIÓN POR VIH, SIDA Y TERAPIA ANTIRRETROVIRAL……….. 37 

1.1 Generalidades de la infección  ……………………………………………….. 37 

1.2 Ciclo biológico del VIH  ..................................................................... 40 

1.3 Fármacos antirretrovirales ............................................................... 42 

1.3.1 Inhibidores de la transcriptasa inversa análogos de          

nucleós(t)ido (ITIAN)  .............................................................. 44 

1.3.2  Inhibidores de la transcriptasa inversa no análogos de                                                             

nucleósido (ITINAN)  ............................................................... 47 

1.3.3 Inhibidores de la proteasa (IP)  ................................................. 48 

1.3.4 Inhibidores de la fusión (IF)  ..................................................... 50 

1.3.5 Inhibidores del co-receptor CCR5 (ICCR5)  ................................. 50 

1.3.6 Inhibidores de la integrasa (II) .................................................. 50 

1.4 Terapéutica recomendada en la actualidad  ........................................ 51 

1.5 Efectos adversos de la terapia antirretroviral  .................................... 53 

1.5.1 Toxicidad asociada a los fármacos ITIAN  ................................... 54 

1.5.2 Toxicidad asociada a los fármacos ITINAN  ................................ 55 

1.5.3 Toxicidad asociada a los fármacos IP  ........................................ 55 

1.6 Terapia antirretroviral vs. enfermedades cardiovasculares con         

componente inflamatorio  ................................................................. 56 

1.6.1 ITIAN vs. enfermedades cardiovasculares con componente 

inflamatorio  ............................................................................ 59 

2. PROCESO INFLAMATORIO: ACUMULACIÓN LEUCOCITARIA  ........ 61 

2.1 Generalidades del proceso inflamatorio  ............................................ 61 

2.2 Interacción leucocito-endotelio  ........................................................ 62 

2.3 Papel del ATP en el proceso inflamatorio  .......................................... 68 

2.3.1 Liberación extracelular de nucleótidos bajo condiciones 

fisiológicas/patológicas  ........................................................... 68 

2.3.2 Señalización purinérgica  .......................................................... 69 

2.3.3 Ruta de degradación/formación del ATP  ………………..……….… 72 



 

2.3.4 Implicación de los fármacos ITIAN análogos de purina en la 

señalización purinérgica y en la toxicidad cardiovascular  ........... 74 

III.   OBJETIVOS  …....………………......……………………..…………………… 77 

IV.   METODOLOGÍA   …….………..……………………..………..……………… 81 

MÉTODOS ................................................................................................ 83 

BLOQUE I: ESTUDIOS IN VITRO  …………....…..…….……………. 83 

1. CULTIVO Y AISLAMIENTO CELULAR  ……..…………………………....... 83 

1.1 Cultivo de células endoteliales …………………………………….............. 83 

1.2 Aislamiento de leucocitos ……………………………………….………....... 85 

1.2.1 Leucocitos polimorfonucleares (PMN)  …………….……………….. 85 

1.2.2 Leucocitos mononucleares (PBMC) …………………..……………... 85 

2. PROTOCOLO EXPERIMENTAL DE TRATAMIENTO  ………..……….... 86 

3. ADHESIÓN DINÁMICA EN CÁMARA PARALELA DE FLUJO  …........ 89 

3.1 Parámetros leucocitarios a determinar   ………………………………...…. 92 

3.2 Protocolo experimental ……..…………………………............................. 93 

4. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE MOLÉCULAS DE ADHESIÓN        

POR CITOMETRÍA DE FLUJO ………..….............................................. 94 

4.1 Células endoteliales  ………………………………................................... 95 

4.1.1 Protocolo experimental   ………………………………….…............. 95 

4.2 Leucocitos ……………………………………........................................... 96 

4.2.1 Protocolo experimental   ……………………….……………............. 96 

5. DETERMINACIÓN DE LOS NIVELES DE ATP INTRACELULAR  .….. 97 

5.1 Células endoteliales  …………………………………….............................. 98 

5.2 Leucocitos  ……………………………………………………………….…....... 99 

5.3 Protocolo experimental .………………………………….………...……....... 99 

6. ANÁLISIS DE LOS NIVELES DE PROTEÍNAS ………………………..... 100 

6.1 Células endoteliales …………...…………………...………………............... 100 

6.2  Leucocitos   ………………………………............................................... 100 

6.3  Obtención de extractos proteicos citosólicos y nucleares  .……………. 101 

6.4  Determinación de la cantidad de proteína: ensayo del ácido  

bicinconínico (BCA)  …….…………………………................................ 101 



  

 

6.5  Western blot .……………………...……………..................................... 103 

6.5.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS    

(SDS-PAGE) ………………………………..................................... 103 

6.5.2 Transferencia a membrana de nitrocelulosa ………………..……. 104 

6.5.3 Incubación con anticuerpos  ..……………………………….……..... 104 

6.5.4 Revelado: Detección por quimioluminiscencia ………………..…. 106 

6.5.5 Reutilización de membranas de nitrocelulosa “stripping” ……... 106 

7. MICROSCOPÍA DE FLUORESCENCIA: CITOMETRÍA      

ESTÁTICA  ………………………………………………………………………... 107 

7.1 Producción de ERO   …………………………………………..……………… 108 

7.1.1 Protocolo experimental ..………….…………………………........... 108 

BLOQUE II: ESTUDIOS IN VIVO ……………………………...…..... 109 

1. MICROSCOPÍA INTRAVITAL ………………..…………………..………..... 109 

1.1 Parámetros leucocitarios a determinar  …………………………...…….. 111 

1.2 Parámetros hemodinámicos a determinar  …………………………….... 112 

1.3 Protocolo experimental  ………………………………............................ 112 

MATERIAL ………………………………................................................ 115 

COMITÉS ÉTICOS ….……………………………................................. 118 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO….………..…………………...................... 118 

V. RESULTADOS    …………..………..………………................................. 119 

BLOQUE I: ESTUDIOS IN VITRO  ………………………………...... 121 

1. ANÁLISIS DEL EFECTO DE ITIAN SOBRE LA INTERACCIÓN  

LEUCOCITO-ENDOTELIO ………………………………………………….… 121 

1.1 Efecto de ABC sobre la interacción leucocito-endotelio ……………….. 121 

1.2 Efecto de otros fármacos ITIAN sobre la interacción           

leucocito-endotelio   ……………………………….................................. 125 

1.3   Estudio comparativo del efecto de las combinaciones de ITIAN  

empleadas frecuentemente en la terapéutica actual sobre la         

interacción leucocito-endotelio  ……………………............................. 129 

 

 



 

2. DETERMINACIÓN DEL EFECTO DE ITIAN SOBRE LA  

EXPRESIÓN DE MOLÉCULAS DE ADHESIÓN  ……….….…......….... 131 

2.1   Estudio del efecto de ABC y ddI sobre la expresión de            

moléculas de adhesión …………….………………………………………... 131 

2.1.1 Células endoteliales  ..………….…………….………...................... 131 

2.1.2 Leucocitos humanos .…....…………………………....................... 134 

2.2 Estudio del efecto de otros ITIAN sobre la expresión de                

moléculas de adhesión  ……………………………………....................... 137 

2.2.1 Células endoteliales  ………………...........………........................ 137 

2.2.2 Leucocitos humanos ….………………………............................... 138 

3. ESTUDIO DE LA PARTICIPACIÓN DE LAS MOLÉCULAS DE  

ADHESIÓN EN LA INTERACCIÓN LEUCOCITO-ENDOTELIO  

INDUCIDA POR ABC Y ddI ……….………………………………………..... 140 

4. PROFUNDIZACIÓN EN EL ESTUDIO DEL PAPEL DEL 

 ENDOTELIO EN ESTA RESPUESTA ………………………………...….… 143 

4.1 Análisis del tipo celular implicado (endotelio o leucocito) en la  

interacción leucocito-endotelio inducida por ABC .…………..……...... 143 

4.2 Producción de ERO en células endoteliales tras su tratamiento con       

ABC o ddI  …................................................................................. 145 

4.3 Determinación del efecto de ABC sobre los factores de transcripción 

 IƘB- y NF-ƘB en células endoteliales   …………..………….…….……... 148 

4.4 Determinación de la expresión de moléculas de adhesión en                

células endoteliales tras su tratamiento con ABC o ddI a tiempos   

más largos  …………………………………………………………..………... 150 

5. ESTUDIO DE LA IMPLICACIÓN DE LA RUTA DEL ATP EN LA  

INTERACCIÓN LEUCOCITO-ENDOTELIO INDUCIDA POR               

ABC Y ddI  ………………………….………................................................ 153 

5.1 Cuantificación de ATP intracelular  ................................................... 154 

5.1.1 Células endoteliales ..……….……………………........................... 154 

5.1.2 Leucocitos  ………………………………....................................... 154 

5.2 Determinación de los niveles de proteínas CD73 y CD39  ……….…….. 155 

5.2.1 Células endoteliales   ………….…………………........................... 156 

5.2.2 Leucocitos  ………….…………………......................................... 157 



  

 

5.3 Análisis de la implicación del ATP y sus receptores en la       

interacción leucocito-endotelio inducida por ABC  …......................... 158 

BLOQUE II: ESTUDIOS IN VIVO ………………………………........ 161 

1. ESTUDIO DEL EFECTO DE FÁRMACOS ITIAN SOBRE LA  

INTERACCIÓN LEUCOCITO-ENDOTELIO ………………….…………... 161 

2. DETERMINACIÓN DEL EFECTO DE FÁRMACOS ITIAN           

SOBRE LA EXPRESIÓN DE MOLÉCULAS DE ADHESIÓN  

LEUCOCITARIAS EN SANGRE DE RATA  …….……..……………....... 163 

3. ESTUDIO DEL MECANISMO RESPONSABLE DE LA  

INTERACCIÓN LEUCOCITO-ENDOTELIO INDUCIDA POR     

ABC O ddI IN VIVO  ……..…………….…………….................................. 165 

VI. DISCUSIÓN ………………….............................................................. 169 

VII: CONCLUSIONES/CONCLUSIONS  ………………………………... 185 

VIII. BIBLIOGRAFÍA  ………………………………....................................... 191 

IX. ARTÍCULOS CIENTÍFICOS ……………………………….................. 209 

 

 

 

 

 



 

   
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



                                                                           

  

 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 

 
 
 

 
 

                     I.RESUMEN/SUMMARY 
 



 

 



                                                                                                  I.RESUMEN                                                                     

  

31 

  Los inhibidores de la transcriptasa inversa análogos de 

nucleós(t)ido (ITIAN) son una familia de fármacos empleados en el 

tratamiento de la infección por el virus de la inmunodeficiencia 

humana (VIH). Este grupo de antirretrovirales está presente en 

todas las opciones terapéuticas en combinación con fármacos 

antirretrovirales de otras familias. La administración de estos 

compuestos, en particular de abacavir (ABC) y didanosina (ddI), se 

ha asociado con la aparición 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 clínicamente relevantes de estos 

antirretrovirales sobre la interacción 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 (fármaco más utilizado de esta familia y análogo de 

purina), indujo la interacción de leucocitos con el endotelio 

(venoso y arterial) in vitro e in vivo así como un incremento en la 

expresión de la molécula de adhesión leucocitaria Mac-1 

(CD11b/CD18) en neutrófilos y monocitos tanto humanos como 

de rata. Aunque la expresión de ICAM-1 no se vio modificada por 

este fármaco, la acumulación leucocitaria inducida por ABC se 

debe a la interacción Mac-1/ICAM-1, esto se hace evidente por el 

hecho de que anticuerpos bloqueantes frente a estas moléculas 

previnieron los diferentes parámetros 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. Además, a nivel endotelial, ABC 



I.RESUMEN   _______________________________________________                                                                       
 

32 

promueve la producción de ERO, así como la translocación de   

NF-κB al núcleo y la pérdida citosólica de su inhibidor IκB-α. 

 Nuestros estudios mostraron una relación estructura-

actividad debido al modo en el que los diferentes antirretrovirales 

actúan:  Así, ddI (análogo de purina) reprodujo los efectos tóxicos 

de ABC, mientras que los análogos de pirimidina lamivudina 

(3TC), zidovudina (ZDV)  y emtricitabina (FTC) o el análogo de 

nucleótido tenofovir (TDF) no produjeron cambios significativos en 

ninguno de los parámetros evaluados. Esto sugiere que ABC y ddI 

están afectando a la ruta de señalización purinérgica y que el ATP 

está implicado  en estos efectos. De este modo, ABC causó tanto 

un incremento en  los niveles de ATP intracelular como una 

reducción de la expresión de CD73 (enzima responsable de la 

degradación del ATP) tanto a nivel endotelial como leucocitario. 

Además, comprobamos el papel del ATP a través de sus receptores 

P2X7 en el reclutamiento leucocitario inducido por este ITIAN. 

 Por último, la combinación terapéutica ABC/3TC produce el 

mismo efecto proinflamatorio que ABC. Sin embargo, la alternativa 

terapéutica FTC/TDF no promueve dichos efectos.  

 En conclusión, el presente trabajo describe el mecanismo 

proinflamatorio por el cual los ITIAN análogos de purina y más 

concretamente, ABC, inducen la acumulación leucocitaria previa 

al desarrollo de patologías cardiovasculares. Además, destaca la 

importancia de la estructura química de estos fármacos en el 

desarrollo de estos efectos tóxicos y apoya la asociación clínica 

entre estos fármacos y las patologías 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-κB to the nucleus and cytosolic degradation of 

its inhibitor IκB-α. 

 Our studies have highlighted a structure-activity relationship 

in the way the different antiretroviral drugs work: didanosine (ddI, 

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 ddI 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. INFECCIÓN POR VIH, SIDA Y TERAPIA ANTIRRETROVIRAL: 

1.1 GENERALIDADES DE LA INFECCIÓN: 

 Los primeros casos de infección por el Virus de la 

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 

Síndrome 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 organización 

genética, difieren en las glucoproteínas de su envoltura. El VIH-1 

es el más virulento e infeccioso siendo el causante de la mayoría 

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 países de África occidental 2, 3. 

 La infección por VIH se asocia a una intensa replicación viral 

en el organismo humano que tiene lugar principalmente en 

linfocitos T CD4+ pero también puede ocurrir, aunque en menor 

medida, en monocitos/macrófagos, células dendríticas, células de 

Langerhans y células de la microglía del cerebro. Los mecanismos 

inmunológicos de la persona infectada permiten neutralizar los 

nuevos viriones y regenerar las células inmunes que se destruyen 

aceleradamente, lográndose un equilibrio entre la cantidad de 

virus circulante, conocida como carga viral (CV) y el sistema 

inmunológico, medido habitualmente como recuento de linfocitos 

T CD4+. De esta manera, la persona infectada se mantiene 

http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81frica_occidental
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81frica_occidental
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asintomática; 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 inmunológico permite la aparición de diversas 

infecciones, clásicas 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 todavía de conseguir una vacuna para el VIH, la 

prevención primaria sigue siendo la forma más eficiente para 

prevenir la epidemia y el tratamiento antirretroviral constituye la 

herramienta clave para frenar tanto la magnitud de los síntomas 

como el número de muertes de los pacientes infectados.  

 La terapia antirretroviral combinada (cART) suprime, en la 

mayoría de los casos, la replicación viral con lo que la CV se hace 

indetectable, se detiene el deterioro del sistema inmunológico 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/µL o tras la aparición de 

síntomas inequívocos de la enfermedad 9. Desafortunadamente, 

con esta cART no se logra erradicar el genoma viral de los tejidos 

reservorio por lo que su suspensión conlleva a la reaparición del 

virus circulante y a un nuevo deterioro inmunológico y clínico. 

Así, las terapias actuales deben considerarse de por vida.  

 Según datos recogidos en el último informe realizado a finales 

del 2012 por la Organización 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 más alta registrada desde que 

se notificaron los primeros casos de la infección. Este ascenso en 

el número de infectados se debe [además de a las nuevas 

infecciones contraídas cada año (2.5 millones en 2011) y al 

descenso en el número de muertes asociadas al VIH (1.7 millones 

en 2011, un 24 % menos que en 2005)] al incremento en el 

número de personas que tienen acceso a la terapia antirretroviral 

(8 millones en 2011, un 63 % más 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 número de personas 

infectadas por VIH en todo el mundo continúa aumentado, el 

acceso generalizado a la cART (especialmente en el primer mundo) 

ha supuesto una esperanzadora reducción en el número de 

muertes.  

 Sin embargo, la disminución de la mortalidad por causas 

definitorias de SIDA ha desvelado un aumento paralelo en 

diferentes patologías no directamente asociadas al SIDA. Esta 

nueva situación clínica supone un reto para la medicina e 

investigación científica en el ámbito del VIH. En la actualidad el 

aumento de patología oncológica 11, 12, la alta proporción 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 

inmunización por diferentes vacunas 15 son ya una realidad en el 

manejo clínico de este tipo de pacientes. Por lo tanto, los esfuerzos 

en investigación se están dirigiendo actualmente a reducir las 

comorbilidades no asociadas al estadio de SIDA (Eventos no 

SIDA). 
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1.2 CICLO BIOLÓGICO DEL VIH: 

 Los órganos linfoides, concretamente los ganglios linfáticos, 

constituyen la principal sede de replicación del virus.  

 El ciclo replicativo del VIH consta de una serie de fases 

(Figura 1): 

 Fijación: La fase inicial de la infección consiste en el 

anclaje de la partícula viral a la membrana de la célula 

hospedadora. Esta fijación está mediada por interacciones 

entre las glicoproteínas gp120 y gp41 de la cubierta viral 

con receptores celulares CD4, presentes en linfocitos T 

(CD4+), macrófagos, etc. Simultáneamente, se requiere la 

unión a un co-receptor de quimiocinas que en linfocitos es 

CXCR4 y en macrófagos es CCR5, siendo sensibles a la 

infección sólo aquellas células que expresen estos 

receptores.  

 Fusión: Penetración del virus y denudación de su cápside, 

quedando el ARN viral libre en el citoplasma de la célula 

hospedadora. 

 Transcripción 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 núcleo de 

la célula hospedadora. 

 Integración: El ADN viral es insertado en el genoma de la 

célula hospedadora gracias a la acción 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 primoinfección y en 
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los estadíos finales, hacerlo de forma controlada (viremias 

bajas persistentes) o permanecer latente (presencia del 

virus sin replicación, provirus). 

 Transcripción: Cuando existe replicación, el ADN viral es 

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

emigra hacia el citoplasma de la célula hospedadora.  

 Traducción: Una vez en el citoplasma, se produce la 

traducción del ARNm a poliproteínas virales, las cuales 

todavía no son funcionales.  

 Maduración y ensamblaje: Por acción de las proteasas, 

estas poliproteínas son cortadas formando las proteínas 

constitutivas del virus, las cuales se ensamblan con ARN 

virales para formar los componentes de la estructura del 

virión. 

 Liberación: Por último, se produce la liberación de los 

nuevos viriones al exterior celular para poder infectar 

nuevas células. 
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Figura 1. Esquema representativo del ciclo biológico del VIH. La figura 
muestra las distintas etapas del ciclo replicativo del virus: Fijación, fusión, 
transcripción inversa, integración, transcripción, traducción, maduración, 
ensamblaje y liberación de los nuevos viriones.  

 

1.3 FÁRMACOS ANTIRRETROVIRALES: 

 A finales de la década de los años 80 surgen los primeros 

fármacos antirretrovirales. Este descubrimiento supuso un gran 

avance y sobre todo una dosis de esperanza para aquellos 

enfermos que hasta la fecha únicamente contaban con 

medicamentos eficaces para paliar parcialmente el deterioro 

sintomatológico causado por la infección. 

 Estos fármacos pioneros en la terapéutica del VIH se 

administraban en monoterapia o en biterapia demostrando tener 

una escasa eficacia ya que apenas reducían la replicación viral y 

por lo tanto, no mejoraban notablemente ni el estado de la 

infección, ni la sintomatología clínica asociada.  



                                                                                     II.INTRODUCCIÓN     

  

43 

 Fue a partir del año 1996 cuando empezó la nueva era 

antirretroviral denominada cART, la cual se basa en la 

administración combinada de varios fármacos antirretrovirales, 

permitiendo, con su empleo continuado, reducir la CV y recuperar 

progresivamente el número de células CD4+, restaurando con el 

transcurso del tiempo el sistema inmune del paciente 16, 17. 

 Los fármacos antirretrovirales empleados en la cART inhiben 

diferentes fases del ciclo replicativo del VIH, distinguiéndose así 

seis grupos farmacológicos 18, 19 (Figura 2):  

 Inhibidores de la transcriptasa inversa análogos de 

nucleós(t)ido (ITIAN). 

 Inhibidores de la transcriptasa inversa no análogos de 

nucleósido (ITINAN). 

 Inhibidores de la proteasa (IP). 

 Inhibidores de la fusión (IF). 

 Inhibidores del co-receptor CCR5 (ICCR5). 

 Inhibidores de la integrasa (II). 
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Figura 2. Mecanismos por los que actúan los grupos de fármacos 
antirretrovirales. La figura muestra las diferentes familias de fármacos 
empleados en la terapéutica del SIDA, así como las fases del ciclo replicativo del 
VIH donde actúa cada grupo de fármacos.  

 

1.3.1 Inhibidores de la transcriptasa inversa análogos de 

nucleós(t)ido (ITIAN): 

 El grupo de los ITIAN fue la primera familia de fármacos 

antirretrovirales que se desarrolló. 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 fármacos actúa inhibiendo la enzima 

transcriptasa inversa, evitando con ello la transformación del ARN 

viral en ADN viral y por tanto, su integración en el genoma de la 

célula hospedadora y el consecuente inicio de la replicación 

(Figura 2). Se trata de una inhibición competitiva con los 
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nucleósidos/nucleótidos fisiológicos, de los cuales difieren en 

pequeños cambios estructurales (fundamentalmente en la 

carencia o modificación del extremo 3´ OH de la molécula de 

ribosa), impidiendo la formación del enlace 3´-5´ fosfodiéster entre 

la cadena de ADN en elongación y el nucleósido 5´ trifosfato 

entrante. Por tanto y en líneas generales, los ITIAN se incorporan 

a la cadena del DNA viral actuando como “falsos” nucléosidos, 

impidiendo la elongación de la misma y como consecuencia la 

replicación viral 21, 22. 

 Los ITIAN se dividen, en función de su estructura química, en 

dos grupos (Figura 3): análogos de bases púricas y análogos de 

bases pirimidínicas. En el primer grupo se encuentran didanosina 

(ddI, análogo de adenosina) y abacavir (ABC, análogo de 

guanosina). Dentro del segundo grupo tenemos zidovudina (ZDV) y 

estavudina (d4T) que son análogos de timidina y lamivudina (3TC), 

emtricitabina (FTC) y zalcitabina (ddC) que son análogos de 

citidina. Todos ellos requieren tres fosforilaciones intracelulares 

para pasar a estado activo. Sin embargo existe un caso especial, el 

del tenofovir (TDF). Este fármaco es un análogo de adenina, pero 

se trata de un nucleótido por lo que sólo requiere de dos 

fosforilaciones para activarse 23. 

 En la actualidad sólo siete de estos ocho ITIAN se encuentran 

disponibles comercialmente, ya que ddC fue retirado del mercado 

por su toxicidad y su compleja posología 22. 



II.INTRODUCCIÓN__________________________________________                                                                       
 

46 

 

Figura 3. Fármacos ITIAN. La figura muestra las estructuras químicas de los 
distintos ITIAN aprobados para el tratamiento del VIH, así como las moléculas de 
los nucleósidos de bases púricas y pirimidínicas de las cuales son análogos. 
Didanosina (ddI), 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 análogos de 

nucleósido (ITINAN): 

 Este grupo de fármacos, 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 química 

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

 Se caracterizan por ser específicos del VIH-1 y por ser 

directamente activos (no necesitan ser modificados 

intracelularmente para ejercer su acción), es decir, se unen 

directamente a la enzima transcriptasa inversa bloqueándola. 

Concretamente se unen de manera directa y reversible al centro 

catalítico de la enzima o a un bolsillo hidrofóbico próximo a este. 

Esta unión desencadena un cambio conformacional en la 

transcriptasa inversa, interrumpiendo su actividad DNA 

polimerasa y por lo tanto, inhibiendo la replicación viral 22, 24.  

  Actualmente existen comercializados cinco ITINAN (Figura 

4): nevirapina (NVP), delavirdina (DLV), efavirenz (EFV), etravirina 

(ETR) y rilpivirina (RPV). 

 

Figura 4. Fármacos ITINAN. La figura muestra las estructuras químicas 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 actúan inhibiendo la proteasa del VIH, por lo que 

impiden la maduración y ensamblaje de las proteínas virales, 

conllevando a la interrupción del ciclo replicativo del virus 25, 26 

(Figura 2). 

 Son directamente activos, es decir, no necesitan ser 

modificados intracelularmente para ejercer su acción 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 unión a él, inactivan la enzima y cesa 

así su capacidad para crear nuevas proteínas virales funcionales. 

 Existen diez IP aprobados para el tratamiento de la infección 

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. Fármacos IP. La figura muestra las estructuras químicas 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 fusión (IF): 

 Esta familia de fármacos se une a la glicoproteína gp41 

presente en la cubierta del virus, inhibiendo la fusión 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 únicamente se encuentra disponible 

comercialmente un fármaco de esta familia, la enfuvirtida (ENF o 

T-20) (Figura 6). Se administra por vía subcutánea y presenta una 

baja barrera genética por lo que si no se acompaña de otros 

antirretrovirales aparecen rápidamente mutaciones de resistencia, 

perdiendo su eficacia. Estos dos factores hacen que hoy en día el 

uso de este fármaco en la práctica clínica sea muy limitado 22. 

1.3.5 Inhibidores del co-receptor CCR5 (ICCR5): 

 Únicamente disponemos de un representante de este grupo, 

el Maraviroc (MRC) (Figura 6). Actúa impidiendo la entrada del 

virus a la célula inhibiendo los co-receptores CCR5 presentes en 

determinadas células hospedadoras, principalmente macrófagos 

(Figura 2).  Por ello, sólo está indicado en el tratamiento de la 

infección por VIH-1 con tropismo CCR5 y siempre en combinación 

con otros fármacos antirretrovirales 22, 28. 

1.3.6 Inhibidores de la integrasa (II): 

 Raltegravir (RAL) (Figura 6) es el único inhibidor de la 

integrasa disponible comercialmente en la actualidad. Actúa 

bloqueando la enzima integrasa, impidiendo la integración del 

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

 

1.4 TERAPÉUTICA RECOMENDADA EN LA ACTUALIDAD: 

 Como hemos comentado anteriormente, los tratamientos con 

un sólo fármaco e incluso con dos están contraindicados por su 

escasa eficacia y rápida aparición de resistencias siendo la 

administración combinada de al menos tres fármacos la que ha 

demostrado mayor eficacia, conociéndose como cART. La terapia 

estándar consiste en la administración de tres fármacos: dos 

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

II 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. 

 

Combinaciones de fármacos antirretrovirales empleados actualmente en pacientes 
que inician el tratamiento anti-VIH. Estas recomendaciones son una adaptación de 
las diferentes Guías de Tratamiento Antirretroviral  como “Journal of American 
Medical Association” (JAMA) 2012 32 y la actualización 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 administración 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 farmacología anti-VIH se ha producido 

a gran velocidad debido a la gravedad de la infección, apenas 30 

años han bastado para crear el arsenal terapéutico antirretroviral 

del que disponemos en la actualidad.  La rápida introducción de 

estos fármacos en la práctica clínica, junto a otros factores como 

el hecho de tratarse de una terapia crónica, la reducción de la 

tasa de mortalidad de los pacientes infectados y el transcurso del 

tiempo de utilización de estos fármacos han sido determinantes en 
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la observación y notificación de numerosos efectos adversos 

asociados a la terapia antirretroviral.  

 Por tanto, los objetivos de la investigación farmacológica se 

están dirigiendo hoy en día a dilucidar los mecanismos 

toxicológicos de esta terapia, a intentar minimizar las 

comorbilidades asociadas a su administración, así como a buscar 

las combinaciones farmacológicas más inocuas para el paciente 

VIH. 

1.5 EFECTOS ADVERSOS DE LA TERAPIA ANTIRRETROVIRAL: 

 En líneas generales, tras una exposición aguda a esta terapia, 

los pacientes manifiestan de forma transitoria alteraciones 

cutáneas y ungueales (exantemas, erupciones, eccemas, alopecia, 

onicodistrofia, etc.), trastornos gastrointestinales (náuseas, 

vómitos, diarrea, etc.), así como efectos adversos 

neuropsiquiátricos (alteraciones del sueño, mareo, dificultad de 

concentración, confusión, cefalea, irritabilidad, nerviosismo,    

etc.) 31, 33. 

 A largo plazo, la terapia antirretroviral puede ocasionar 

alteraciones metabólicas (dislipemia, resistencia a la insulina, 

diabetes mellitus, etc.), anomalías en la distribución de la grasa 

corporal, nefrotoxicidad y osteopenia 31, 33. Esta toxicidad crónica 

suele asociarse a procesos fisiológicos y/o comorbilidades 

relacionados con el envejecimiento. Algunas de estas reacciones 

adversas son específicas de cada fármaco particular y otras 

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

 Entre los efectos adversos que manifiestan más 

frecuentemente los pacientes tratados con este grupo de fármacos 

destacan los siguientes: neuropatía periférica, miopatía, acidosis 

láctica, dislipemia, lipodistrofia, pancreatitis y        

hepatotoxicidad 31, 34-36. 

 Las toxicidades específicas descritas de cada fármaco ITIAN se 

detallan en la Tabla 2. 

Tabla 2. Toxicidad de los fármacos ITIAN.  

 
Principales efectos adversos descritos para los fármacos 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 fármacos ITINAN: 

 Los pacientes bajo tratamiento con la familia de fármacos 

ITINAN manifiestan diferentes efectos adversos, siendo los más 

frecuentes alteraciones cutáneas y hepatotoxicidad 31, 34-37. 

 En la Tabla 3 se detallan las toxicidades individuales 

descritas de cada fármaco ITINAN. 

Tabla 3. Toxicidad de los fármacos ITINAN.  

 
Principales efectos adversos descritos de cada uno de los fármacos pertenecientes 
al grupo ITNIAN  31, 34-37. Nevirapina (NVP), delavirdina (DLV), efavirenz (EFV), 
etravirina (ETR) y rilpivirina (RPV). 

 

1.5.3 Toxicidad asociada a los fármacos IP: 

 Las principales reacciones adversas vinculadas al tratamiento 

con fármacos del grupo de los IP son alteraciones del metabolismo 

lipídico (dislipemia y lipodistrofia) y glucídico (resistencia a la 

insulina o hiperglucemia) 31, 34, 38-42.   

 La toxicidad específica descrita de los IP empleados más 

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

 

Principales efectos adversos de los fármacos pertenecientes al grupo IP 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 

está garantizado, los esfuerzos actuales en investigación se están 

centrando en el estudio de comorbilidades asociadas en estos 

pacientes.  

 En los últimos años 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            

patologías 13, 43, 44, siendo la tercera causa de muerte en estos 

enfermos en EEUU 14. Lo que desconocemos y en lo que se está 

poniendo especial énfasis es en dilucidar si este aumento del 

riesgo cardiovascular deriva de la propia infección VIH, del 

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

factores. 

 Está descrito que la infección por VIH está asociada a 

enfermedades vasculares 45. En este sentido, estudios clínicos 

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 hipertensión   

pulmonar 47, así como una mayor tasa de accidentes 

cerebrovasculares isquémicos 48. Se ha observado la formación de 

depósitos de Ca2+ arteriales 46, así como la presencia de 

anormalidades en el músculo liso y en el endotelio de vasos 

pulmonares inducidas por citoquinas proinflamatorias como 

endotelina-1 (ET-1), interleucina (IL)-1 e IL-6 y por el factor de 

crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) en estos pacientes 47. 

Además está descrito que la infección por VIH produce una 

respuesta inflamatoria endotelial. Así, VIH es capaz de penetrar en 

el miocardio  y en el cerebro atravesando el endotelio de arterias 

coronarias y cerebrales en vacuolas citoplasmáticas empleando 

una ruta transcelular (transcitosis) e iniciar posteriormente una 

respuesta inflamatoria y reacciones bioquímicas intracelulares 

desencadenando finalmente miocardiopatías 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 

fenotípicos/morfológicos, así como un incremento en la 

acumulación de leucocitos humanos (principalmente monocitos) 

en el endotelio aórtico de pacientes infectados por virus VIH 50. 

También se han descrito niveles superiores de citocinas 

proinflamatorias [factor de necrosis tumoral  (TNF-), IL-1β e   

IL-6], de moléculas solubles [factor de von Willebrand (vWF), 
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fibronectina, endotelina y activador de plasminógeno] y de 

distintas moléculas de adhesión solubles [“Intercellular cell 

adhesion molecule-1” (ICAM-1), “Vascular cell adhesión molecule-

1” (VCAM-1), E-selectina y “Endothelial leukocyte adhesion 

molecule-1” (ELAM-1)] en pacientes infectados por VIH que en 

pacientes control 50-57. Además, se detectó una correlación entre 

los niveles plasmáticos de ICAM-1 y la progresión de la 

enfermedad así como una reducción en el número de células 

CD4+ 54.  

 La posibilidad de que existiera una relación entre terapia 

antirretroviral y enfermedades cardiovasculares se puso de 

manifiesto en estudios clínicos que correlacionaron incidencia con 

período de exposición esta terapia. Así, 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 año, de 1 a 2 

años, de 2 a 3 años, de 3 a 4 años y durante más de 4 años 

respectivamente 58. Esto se corroboró en hombres y en mujeres 

jóvenes (18-33 años) infectados por VIH observando una 

correlación entre tratamiento con terapia antirretroviral y 

desarrollo de enfermedades coronarias (riesgo relativo (RR) = 2.06, 

p < 0.001) 59. Adicionalmente, en un estudio realizado en el año 

2002 se observó que el 75 % de los pacientes VIH bajo cART 

presentaba acumulaciones de Ca2+ a nivel arterial, el cual es 

indicativo de la formación de la placa aterosclerótica 46. La terapia 

antirretroviral se argumenta como potencial responsable de estas 

enfermedades cardiovasculares debido a la combinación o 

potenciación de las toxicidades descritas individualmente para 

cada grupo de fármacos. El hecho de que los pacientes infectados 

por VIH reciban varios fármacos simultáneamente dificulta el 

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

adversos.  

 Inicialmente, se había apuntado a los IP como los fármacos 

responsables de la toxicidad cardiovascular ya que producen 

lipodistrofia e hiperlipidemia 60 [aumento de los niveles de 

triglicéridos (TG), colesterol total (CT) y del ratio  CT/”High-density 

lipoprotein-cholesterol” (HDL-c)] 61 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 están presentes en 

todas las modalidades terapéuticas de la cART y por lo tanto, se 

administran en combinación 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 relación entre ABC (uno de los ITIAN más 

empleados) e infarto de miocardio fue detectada por primera vez 

en el año 2005 63 y desde entonces ha habido mucha controversia 

sobre el tema 64. En los últimos años varios estudios clínicos han 

confirmado esta relación demostrando que los pacientes tratados 

con ITIAN análogos de purina (ABC y en menor medida ddI) 

tuvieron un mayor riesgo de sufrir infarto de miocardio 65-69. Datos 

recogidos en estos ensayos clínicos 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 66, y que el RR de 

sufrir infarto de miocardio se duplica tras el tratamiento con ABC, 

(RR previo ABC = 2.4/1000/año vs. RR post ABC = 5.7/1000/ 

año) 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 68 y OR ABC = 1.79, 95 %      

IC: 1.16-2.776; p<0.001) 69. Sin embargo, varios estudios son 

contradictorios a estas observaciones. Concretamente dos ensayos 

clínicos financiados por la casa que comercializa ABC 

(GlaxoSmithKline®) y otros dos estudios sin vinculación a la 

farmacéutica describen que no hay relación alguna entre el uso de 

estos fármacos y la aparición del infarto de miocardio 70-73 (RR 

ABC = 2.09/1000/año vs. RR no ABC = 2.57/1000/año) 71. 

Debido a todos estos estudios, a día de hoy no se ha clarificado la 

posible vinculación de los fármacos ITIAN y el desarrollo de 

enfermedades cardiovasculares. El descubrimiento del mecanismo 

por el cual estos fármacos podrían producir esta toxicidad 

cardiovascular tendría gran relevancia tanto en la clarificación de 

este aspecto como en el desarrollo de estrategias que permitieran 

controlar dichos procesos. 

 La razón por la que este grupo de antirretrovirales 

producirían estos efectos adversos no está clara ya que no 

producen cambios en los factores de riesgo metabólico 65, 66. Sin 

embargo, sí se ha observado que pacientes tratados con ABC 

presentan un incremento en los niveles de marcadores 

inflamatorios como proteína 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 exposición aguda (< 1 año de tratamiento) y de que sea 

revertido cuando se dejan de administrar estos fármacos, apunta 

hacia un mecanismo de acción rápido de inflamación        

vascular 65, 66, 74. En este sentido, ABC produce disminución en la 

expresión de la enzima óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS) y 
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aumento de la producción de especies reactivas de oxígeno (ERO) 

en células endoteliales pulmonares humanas 75; situaciones 

ambas que pueden dar lugar a disfunción vascular y acumulación 

leucocitaria debido a que el óxido nítrico (NO) producido por la 

eNOS regula la vasodilatación endógena, el diámetro de los vasos 

y mantiene un ambiente anti-proliferativo y anti-trombótico 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 expresión de P-selectina y de integrinas β2, así 

como del aumento de la liberación del factor activador de 

plaquetas (PAF) 76, 77. 

 La acumulación leucocitaria a la cual conducirían la 

conjunción 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: ACUMULACIÓN LEUCOCITARIA: 

2.1 GENERALIDADES DEL PROCESO INFLAMATORIO: 

 El endotelio vascular es una monocapa continua de células 

que recubre la superficie luminal de los vasos sanguíneos y que 

separa la sangre del tejido subendotelial. Se trata de un órgano 

altamente  especializado y  metabólicamente muy activo que 

interacciona con otras células y factores humorales regulando no 

sólo el mantenimiento del tono y la permeabilidad vascular sino 

también el tráfico leucocitario, la agregación plaquetaria, la 

coagulación, la fibrinólisis y la angiogénesis.  
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 La célula endotelial, por su ubicación entre la sangre y los 

tejidos, juega un papel crucial en la respuesta inflamatoria. 

Cuando el endotelio es dañado, se genera una respuesta 

inflamatoria localizada, debido a que controla el ingreso de 

mediadores y de células inflamatorias a los focos de la 

inflamación. Estas funciones son reguladas por cambios en las 

propiedades adhesivas de las células.  

 El proceso inflamatorio asociado a diversas patologías tales 

como aterosclerosis, infarto de miocardio o procesos de isquemia-

reperfusión se caracteriza por una acumulación excesiva de 

células leucocitarias en el endotelio vascular 13, 74, 78, 79. En este 

sentido, uno de los primeros estadíos del proceso inflamatorio lo 

constituye la interacción, de manera concertada, entre las 

moléculas de adhesión presentes en el endotelio vascular y sus 

correspondientes ligandos existentes en la célula leucocitaria 

implicada. Esta interacción es inducida por diferentes estímulos y 

da lugar a la extravasación de leucocitos desde el torrente 

circulatorio hasta el foco inflamado 78, 80, 81. 

2.2 INTERACCIÓN LEUCOCITO-ENDOTELIO: 

 La interacción de los leucocitos con las células endoteliales 

está 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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Figura 7. Fases de la interacción leucocito-endotelio. La figura muestra las 
fases de rodamiento, adhesión y migración leucocitarias. 

 

 Rodamiento o “Rolling” leucocitario: Inicialmente, los 

leucocitos producen una deceleración en su tránsito 

(Figura 7). Este proceso es iniciado por mediadores 

generados en respuesta a un daño previo, los cuales 

producen una rápida activación de leucocitos y/o de 

células endoteliales con el resultado del aumento de la 

expresión de moléculas de adhesión 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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se encuentran en las células endoteliales activadas  

(PSGL-1, mucinas y otros ligandos glicosilados). Estas 

moléculas de adhesión actúan 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 4; en concreto se ha 

demostrado que 41 [“Very late antigen-4” (VLA-4]) y 47 

median el rodamiento de eosinófilos y de linfocitos 

respectivamente 84, 85 y que ambas son importantes en 

procesos inflamatorios crónicos. 

  Revisiones realizadas en los últimos años señalan la 

participación de las integrinas β2 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.  

 Adhesión: Si el estímulo persiste, los leucocitos en fase de 

rodamiento se activan y se adhieren firmemente al 

endotelio (Figura 7). 

  Este proceso está mediado por la unión 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 81, 83 (Figura 8).  
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- Baja afinidad: Constitutivamente las integrinas 

poseen una conformación curvada o doblada “bent” y 

con el casco “headpiece” cerrado. En células 

circulantes inactivadas, las integrinas tienen baja 

afinidad y no median la adhesión aunque su ligando 

esté expresado en el endotelio. 

- Media afinidad: Tras una activación por selectinas o 

por diferentes factores quimiotácticos, las integrinas 

pasan a una conformación extendida pero siguen 

teniendo el casco cerrado. 

- Alta afinidad: Si el estímulo anteriormente iniciado 

persiste y amplifica, las integrinas mantienen su 

conformación extendida y adicionalmente se produce 

la apertura del casco y su afinidad por sus ligandos 

aumenta.  

 

 

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 

expresión de ICAM-1 y de VCAM-1. 

  Una vez activadas, se produce la unión entre las 

integrinas leucocitarias en estado de alta afinidad con las 

inmunoglobulinas expresadas en el endotelio vascular 

dando lugar a una adhesión célula-célula próxima y 

estable 82.  

  En este proceso participan las integrinas 4 (VLA-4 y 

47)  que interaccionan con VCAM-1 principalmente y las 

integrinas 2 (CD11/CD18), Mac-1 y LFA-1 

fundamentalmente, las cuales interaccionan 

mayoritariamente con ICAM-1 83. 

  Tras esta unión, las integrinas generan señales 

intracelulares que regulan diferentes funciones 

endoteliales como son la motilidad celular, la proliferación 

y la apoptosis. Debido a la gran cantidad de señales 

intracelulares, se genera un signalosoma que induce un 

reclutamiento eficiente de proteínas tirosin quinasas, las 

cuales inician un gran repertorio de rutas de señalización 

que conllevan a una fase de post-adhesión y 

estabilización, que se conoce actualmente como 

fortalecimiento de la adhesión 83. 

 Migración: Aunque este último 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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mínima alteración de la estructura de la pared       

vascular 83, 87 (Figura 7). 

  El proceso de transición de adhesión firme a 

extravasación también requiere que se produzca una 

activación leucocitaria. Las integrinas actúan como 

moléculas que emiten una señal que hace que los 

leucocitos, especialmente monocitos y neutrófilos, se 

aplanen y se movilicen por los vasos sanguíneos, 

buscando los lugares idóneos para migrar a través de las 

células endoteliales al foco inflamatorio. Este proceso se 

conoce como rastreo intravascular 83, 88. 

  Entre las moléculas de adhesión implicadas en la 

extravasación leucocitaria tiene importancia el complejo 

formado por  las integrinas 2/ICAM-1 y en especial    

Mac-1/ICAM-1  83, 89-92. 

  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 posición ideal para participar en el proceso de 

extravasación leucocitaria. Además, también actúa como 

receptor capaz de producir la activación 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 

infección o inflamación extravascular 80, 83. 

  Los leucocitos expresan en bajos niveles las integrinas 

21, 31, 41, 51, 61, v3 y éstas se unen a un gran 

número de proteínas 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 activarían las rutas 

que regulan su paso a través de la membrana basal. Estos 

mecanismos incluirían la activación y el aumento de la 

expresión de los receptores leucocitarios para las proteínas 

de la matriz extracelular 82, 83.    

2.3 PAPEL DEL ATP EN EL PROCESO INFLAMATORIO: 

 El ATP así como otros nucleótidos y nucleósidos están 

presentes de forma natural en todos los órganos y sistemas 

animales donde ejercen sus efectos. A nivel intracelular, el ATP es 

utilizado principalmente para regular los procesos que requieren 

energía como el transporte activo, biosíntesis y motilidad celular, 

mientras que a nivel extracelular se considera una molécula 

fundamental en la señalización celular 93, 94. 

2.3.1 Liberación extracelular de nucleótidos bajo condiciones 

fisiológicas/patológicas: 

 Existen varios tejidos de excitación o de secreción que liberan 

diferentes nucleótidos en condiciones basales. Así, ATP, ADP y 

otros neurotransmisores se almacenan en vesículas o gránulos 

especializados de células de las terminaciones nerviosas, células 

cromafines, células pancreáticas acinares y plaquetas circulantes. 

La liberación de los nucleótidos almacenados en los gránulos de 

estas células se realiza de una manera Ca2+ dependiente a través 

de una exocitosis regulada 93, 95-97.  

 Por otra parte, la liberación de nucleótidos también se 

produce a partir de tejidos no excitatorios como células epiteliales 
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y endoteliales, astrocitos, fibroblastos, hepatocitos, células óseas y 

articulares, queratinocitos, cardiomiocitos, eritrocitos, neutrófilos, 

monocitos/macrófagos y otras células hematopoyéticas 93, 94, 98-101. 

Estas células han demostrado que liberan ATP de forma 

transitoria bajo estímulos mecánicos, “shear stress”, hipoxia, 

estiramiento, presión hidrostática, así como en respuesta a 

bradicinina, serotonina y a otros agonistas farmacológicos de la 

movilización de Ca2+ 93.  

 Pérdidas masivas de nucleótidos pueden ocurrir en la lisis 

celular, sin embargo, este mecanismo no específico está 

restringido a lesión de órganos, shock traumático o a ciertas 

condiciones inflamatorias 93, 94.   

 En condiciones basales, las células liberan bajas 

concentraciones (10-9 M) de ATP mientras que en la escena de 

inflamación, de shock traumático o de isquemia, los niveles 

extracelulares de nucleótidos aumentan drásticamente             

(10-5–10-4 M) 93, 94. Por lo que mecanismos distintivos marcan la 

diferencia entre la liberación de nucleótidos constitutiva versus la 

liberación estimulada. 

2.3.2 Señalización purinérgica: 

 El concepto de señalización purinérgica se propuso hace 

cuatro décadas 93, 95. Desde ese momento, se han establecido 

claros papeles de señalización del ATP y otros 

nucleótidos/nucleósidos (ADP, UTP, UDP) en varios tejidos, 

incluyendo la neurotransmisión del sistema nervioso central, la 

contractilidad no-adrenérgica no-colinérgica del músculo liso, 

efectos inotrópicos, cronotrópicos y arritmogénicos en el 

miocardio, la función gastrointestinal y hepática, la regulación de 
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la respuesta de las células epiteliales, la distribución del flujo 

sanguíneo y del aporte de oxígeno, la respuesta inmune y el 

control del tráfico de leucocitos entre la sangre y los tejidos así 

como en la activación y agregación plaquetaria en los sitios de 

daño vascular. Además de los eventos de señalización 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 proliferación celular, en la inducción de la 

apoptosis, en la cicatrización de heridas, en la formación y 

resorción ósea así como en la formación de la placa   

aterosclerótica 93-95, 102. 

 Todos estos efectos son mediados a través de una serie de 

receptores selectivos de nucleótidos, 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 unión 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 despolarización que conlleva al 

inicio de la señalización purinérgica. Sin embargo, los receptores 

P2Y son receptores acoplados a proteínas G. La unión del ATP a 

este tipo de receptores induce su cambio conformacional y la 

activación de proteínas G que inician la ruta de señalización 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-β (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 y P2Y11) y acoplados a 

proteínas Gi que inhiben la enzima adenilato ciclasa y regulan 

canales iónicos (P2Y11, P2Y12, P2Y13 y P2Y14) 93.  
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 Numerosos estudios señalan a los receptores P2X7 como los 

principales responsables de promover el proceso inflamatorio. 

Concretamente la unión ATP-P2X7 induce una activación del 

NALP3 inflamasoma que activa a la enzima caspasa-1 que 

finalmente promueve la maduración de la citoquina 

proinflamatoria IL-1β 103-105. Estos receptores también favorecen la 

liberación de ERO y la transcripción del factor nuclear kappa B 

(NF-κB) al núcleo 94, 103, 105, así como la producción de otras 

citoquinas proinflamatorias como IL-1, IL-18, IL-6, IL-8, 

“Monocyte chemotactic protein-1” (MCP-1) y TNF- 94, 103-106, la 

expresión de las moléculas de adhesión endoteliales VCAM-1, 

ICAM-1 y E-selectina 94, 106 y leucocitarias como Mac-1 94. Todos 

estos factores promueven en última instancia el reclutamiento de 

leucocitos 103 (Figura 9). 

 

 

Figura 9. Efectos proinflamatorios derivados de la unión del ATP a su 
receptor P2X7.   
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 Entre los receptores del grupo P2Y, se ha apuntado a los 

subtipos P2Y2, P2Y6 y P2Y11 como promotores del proceso 

inflamatorio. Así, estos receptores activan el NALP3 inflamasoma 

103, incrementan la expresión de las moléculas de adhesión  

VCAM-1 e ICAM-1 94, 106, la liberación de las citoquinas 

proinflamatorias IL-6, IL-8 y MCP-1 106 y el reclutamiento y 

migración leucocitario 94, 100.   

2.3.3 Ruta de degradación/formación del ATP: 

 Posteriormente a la transducción de señales, los nucleótidos 

extracelulares deben ser rápidamente inactivados a adenosina a 

través de la ruta de degradación 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 mamíferos y 

comparten similitudes en la especificidad de sustrato. La duración 

y magnitud de la señalización purinérgica puede estar coordinada 

a través de dos rutas opuestas: la de degradación y la de 

generación de ATP. Así, la ruptura secuencial de nucleótidos a 

adenosina y posteriormente a inosina/hipoxantina/ácido úrico se 

contrarresta mediante la re-síntesis de fosforilos de alta energía a 

través de reacciones fosfotransfer en sentido opuesto 93. Las 

enzimas participantes en estas dos rutas son: ecto-nucleósido 

trifosfato difosfohidrolasa (E-NTPDasa/CD39), ecto-nucleotido 

pirofosfatasa/fosfodiesterasa (E-NPP), ecto-5´-nucleotidasa 

(CD73), adenosina deaminasa (ADA), purino nucleósido fosforilasa 

(PNP), adenilato quinasa (AK) y ecto-nucleósido difosfato quinasa 

(E-NDP-K) (Figura 10).   
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Figura 10. Esquema representativo de la ruta de degradación/formación del 
ATP. La figura muestra la conversión del ATP a adenosina y viceversa así como 
finalmente la transformación de adenosina a ácido úrico. También señala las 
enzimas implicadas en dicha ruta: Ecto-nucleósido trifosfato difosfohidrolasa       
(E-NTPDasa/CD39), ecto-nucleótido pirofosfatasa/fosfodiesterasa (E-NPP),       
ecto-5´-nucleotidasa (CD73), adenosina deaminasa (ADA), purino nucleósido 
fosforilasa (PNP), adenilato quinasa (AK) y ecto-nucleósido difosfato quinasa       
(E-NDP-K). 

 

 La adenosina resultante posee un papel importante en la 

atenuación de la inflamación y del daño tisular mediando diversas 

repuestas cardioprotectoras, neuroprotectoras, vasodilatadoras y 
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angiogénicas 93, 94, 96, 107. Estos efectos están mediados a través de 

receptores de adenosina acoplados a proteínas G (A2A y A2B) que 

funcionan activando la enzima adenilato ciclasa. Por otra parte la 

adenosina también puede continuar la ruta de degradación de las 

purinas e inactivarse en la superficie celular transformándose en 

inosina, hipoxantina y finalmente en ácido úrico a través de la 

actividad secuencial de las enzimas ADA y PNP 93, 94, 96 (Figura 10). 

 Distintas condiciones patológicas (inflamación, shock 

traumático o isquemia) pueden inducir cambios agudos en las 

proporciones específicas de nucleósidos mono, di y           

trifosfato 84, 94, 108, 109, invirtiendo la dirección de la ruta de 

inactivación de nucleótidos hacia la regeneración de ATP, 

favoreciendo por tanto el escenario inflamatorio, la acumulación 

leucocitaria, la activación y agregación plaquetaria que 

conllevarían al desarrollo de distintas patologías cardiovasculares 

con componente inflamatorio como infarto agudo de miocardio, 

trombosis y aterosclerosis 93, 94, 103. 

2.3.4 Implicación de los fármacos ITIAN análogos de purina en la 

señalización purinérgica y en la toxicidad cardiovascular: 

 Debido a que los estudios clínicos realizados hasta la fecha 

únicamente señalan a los ITIAN análogos de purina  como 

responsables de la toxicidad cardiovascular, cabría pensar que 

estos fármacos pudieran estar afectando a la vía de señalización 

de las purinas. 

 El endotelio vascular contiene vías que degradan y que 

generan ATP con el fin de mantener estas concentraciones bajo 

condiciones homeostáticas. El tratamiento con los ITIAN análogos 

de purina, ABC y ddI, podría estar afectando a las diferentes 
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enzimas de la ruta de degradación del ATP, como a la NTPDasa 

(CD39) o a la ecto-5'-nucleotidasa (CD73), debido a su analogía 

estructural con los sustratos de dichas enzimas (Figura 11). Esta 

interferencia a nivel enzimático conllevaría una ruptura del 

equilibrio homeostático, es decir, a un aumento de los niveles de 

ATP y ADP, así como a una reducción del nivel de adenosina. 

 

 

Figura 11. Esquema representativo de la ruta de degradación/formación del ATP, así como las 
enzimas diana que pudieran estar afectadas por los ITIAN análogos de purina. La figura 
muestra la conversión del ATP a adenosina y viceversa así como finalmente la transformación de 
adenosina a ácido úrico. También señala las enzimas implicadas en dicha ruta: Ecto-nucleósido 
trifosfato difosfohidrolasa (E-NTPDasa/CD39), ecto-nucleótido pirofosfatasa/fosfodiesterasa (E-NPP), 
ecto-5́ -nucleotidasa (CD73), adenosina deaminasa (ADA), purino nucleósido fosforilasa (PNP), 
adenilato quinasa (AK) y ecto-nucleósido difosfato quinasa (E-NDP-K), así como las enzimas a las 
cuales pudieran estar afectando los ITIAN análogos de nucleósido abacavir (ABC) y didanosina (ddI). 
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  Como hemos mencionado anteriormente, la adenosina posee 

efectos protectores sobre la inflamación vascular (prevención de la 

formación de coágulos y la oclusión del vaso) mientras que el ATP 

y ADP son moléculas proinflamatorias que promueven vías 

protrombóticas 93, 94. Por tanto, la administración de estos 

fármacos podría promover un escenario inflamatorio, que en 

última instancia conllevaría a la aparición de distintas patologías 

cardiovasculares como la aterosclerosis o el infarto de miocardio. 
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 El objetivo general del presente trabajo fue caracterizar los 

efectos y los mecanismos proinflamatorios de los fármacos ITIAN. 

Es decir, estudiar la acción de estos fármacos sobre la 

acumulación 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 específicos: 

1. Evaluar los efectos de los distintos fármacos del grupo 

ITIAN sobre la interacción leucocito-endotelio in vitro 

(células humanas). 

2. Estudiar, para aquellos ITIAN que promuevan la 

acumulación leucocitaria, el tipo celular afectado y las 

moléculas de adhesión participantes  en dicha interacción.  

3. Analizar el efecto de estos ITIAN sobre la producción de 

ERO, la expresión de IĸB-α citosólica y la traslocación de 

NF-κB al núcleo 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 señalización purinérgica (ATP, 

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

5. Dilucidar las acciones de los distintos fármacos del grupo 

ITIAN sobre la interacción leucocito-endotelio in vivo, así 

como estudiar la participación de las moléculas de 

adhesión implicadas en dicha interacción con el fin de dar 

una mayor relevancia fisiológica a los resultados in vitro. 
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MÉTODOS 

BLOQUE I: ESTUDIOS IN VITRO 

1. CULTIVO Y AISLAMIENTO CELULAR: 

1.1 CULTIVO DE CÉLULAS ENDOTELIALES: 

 Se emplearon células de venas de cordón umbilical humano 

(HUVEC) y células de arterias de cordón umbilical humano 

(HUAEC) para la realización de la metodología que se detalla a 

continuación. 

 Estas HUVEC o HUAEC se extrajeron de venas o arterias de 

cordones umbilicales humanos frescos procedentes de donantes 

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

 

Figura 12. (A) Cordón umbilical humano. (B) Arteria disecada de cordón 

umbilical humano.    

 

 Para la extracción de HUVEC se trabajó con el cordón 

umbilical completo, mientras que para la obtención 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 37ºC, 

posteriormente se les introdujo colagenasa (1 mg/mL) y se 

mantuvieron en el incubador a 37ºC durante 17 min 110. 

Transcurrido este periodo de tiempo, se masajearon suavemente 

para garantizar la separación de las células endoteliales de la 

pared del vaso, y el contenido se recogió y centrifugó a 259 xg. El 

precipitado obtenido se resuspendió 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), ácido ascórbico             

(0.1 % v/v), “Human recombinant epidermal growth factor” 

(rhEGF, 0.1 % v/v), “gentamicine sulfate amphotericine B”       

(GA-1000, 0.1 % v/v), heparina (0.1 % v/v), penicilina               

(50 unidades/mL), estreptomicina (50 µg/mL) y fungizona        

(2.5 µg/mL)] y se depositó 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 37ºC, en atmósfera húmeda de  95 % aire/5 % CO2. 
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1.2 AISLAMIENTO DE LEUCOCITOS: 

 Se empleó sangre de donantes sanos procedente del Centro 

de Transfusiones de la Comunidad Valenciana recogida en tubos 

que contienen citrato sódico como anticoagulante 110. 

1.2.1 Leucocitos polimorfonucleares (PMN):  

 Todo el proceso se realizó a una temperatura de 4ºC. La 

sangre (20 mL) se incubó con 10 mL de dextrano al 3 % (en suero 

fisiológico) durante 45 min consiguiendo con ello el depósito en la 

fase inferior de gran parte de los eritrocitos. Por centrifugación 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 Mg2+) 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 sódico (1 % v/v)]. 

1.2.2 Leucocitos mononucleares (PBMC):  

 Todo el proceso se realizó a temperatura ambiente. La sangre 

(20 mL) se incubó con 10 mL de dextrano al 3 % (en suero 

fisiológico) durante 45 min consiguiendo con ello el depósito en la 

fase inferior de gran parte de los eritrocitos. Por centrifugación a 

583 xg sin aceleración ni freno y gradiente de densidad de la fase 

superior con Ficoll-Paque se obtuvieron los PBMC en el anillo 

blanquecino. Se centrifugó esta fase a 583 xg durante 10 min, el 

precipitado obtenido se lavó con HBSS (sin Ca2+ ni Mg2+) 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 clínicamente relevantes de los fármacos        

ITIAN 111-113 o con sus combinaciones terapéuticas preferentes: 

ABC      (0.1–15 µM), ddI (1-10 µM), 3TC (10 µM), ZDV (5 µM), FTC 

(10 µM), TDF (1 µM), ABC/3TC (10 µM/10 µM), FTC/TDF          

(10 µM/1 µM)  o con el vehículo control (agua estéril) durante 4 ó 

24 h a 37ºC. TNF- (25 ng/mL, 4 h) y PAF (10 µM, 1 h) se 

emplearon como control positivo de células endoteliales y 

leucocitos respectivamente (Figura 13).  

4 h / 24 h

MEDIDAS

 

Figura 13. Protocolo experimental de tratamiento con diferentes fármacos 
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 implicación de las moléculas de adhesión en 

la interacción leucocito-endotelio inducida por ABC o ddI, se 

pretrató la monocapa de células endoteliales con el anticuerpo 

bloqueante frente a ICAM-1 (CD54, 20 µg/mL) o con el anticuerpo 

control (IgG1, 10 g/mL) (30 min, oscuridad, 37ºC) o se 

pretrataron los leucocitos con anticuerpos frente a LFA-1 (CD11a, 

10 g/mL), frente a Mac-1 (CD11b, 20 g/mL), frente a integrinas 

2 (CD18, 10 g/mL) o con el anticuerpo control (IgG1, 10 g/mL) 

(20 min, oscuridad, 4ºC) antes de la administración de ABC       

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

 

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

 

 Asimismo, para analizar el papel del ATP en la acumulación 

leucocitaria inducida por ABC empleamos distintos compuestos 

que actúan en diferentes puntos de la ruta de degradación del ATP 

y su consecuente conversión 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 P2X1, 10 µM), 

NF023 (antagonista de los receptores de ATP P2X1-4, 10 µM), 

A317491 (antagonista del receptor de ATP P2X3 y P2X2/3, 25 nM), 

oxATP (antagonista del receptor de ATP P2X7, 600 µM), “Brilliant 

Blue G pure” (BGG) (antagonista del receptor de ATP P2X7, 5 µM), 

apirasa (hidroliza ATP, 1 UI/mL) y EGTA (Quelante de Ca2+, 2 mM) 

(30 min, 37ºC) y con suramina (antagonista no selectivo de los 

receptores de ATP, 100 µM) y CGS-21680 (agonista de los 

receptores de adenosina A2A, 10 µM) (1 h, 37ºC) previo al 

tratamiento con ABC (10 µM) 116, 117 (Figura 15).  

 

Figura 15. Protocolo experimental de pre-tratamiento con distintos 
compuestos que interfieren en la ruta de degradación/generación 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 degradación/generación de ATP (MRS22159, NF023, A317491, oxATP, 
BGG, suramina, apirasa, EGTA o CGS-21680) (30-60 min), así como el posterior 
tratamiento de ambos tipos celulares con abacavir (ABC) (4 h). 
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3. ADHESIÓN DINÁMICA EN CÁMARA PARALELA DE FLUJO: 

 Para analizar el efecto de los diferentes fármacos 

antirretrovirales ITIAN sobre la interacción leucocito-endotelio se 

emplearon por un lado células endoteliales HUVEC o HUAEC 

sembradas en cubre-objetos de plástico circulares de 25 mm de 

diámetro pre-tratados con fibronectina (5 µg/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 adhesión dinámica in vitro en cámara paralela de flujo 

(“Flow chamber”) ha sido descrita en detalle previamente 118. La 

cámara de flujo empleada para la realización 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 37ºC debido a 

que una de las placas que conforman la cámara de flujo es 

calefactora. Una vez montada la cámara una porción de                

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

 

Figura 16.  Montaje de la cámara paralela de flujo (“Flow chamber”).    
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 Las poblaciones leucocitarias (PMN o PBMC) se 

resuspendieron en el tampón [“Dulbecco´s phosphate buffered 

saline” (DPBS+, con Ca2+ y Mg2+) + 0.1 % Albúmina sérica humana 

(HSA)] y fueron perfundidas a una concentración de                     

1 x 106 células/mL ó 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/cm2) gracias a una bomba de infusión. 

 La cámara paralela de flujo se colocó sobre un microscopio 

invertido (Nikon Eclipse TE 2000-S) (Figura 17A) conectado a una 

cámara de vídeo (Sony Exware HAD) que a su vez está conectada a 

un ordenador donde se visualizaron los eventos en tiempo real y 

se grabaron las imágenes (Figura 18).  

 

Figura 17. (A) Cámara de flujo sobre microscopio invertido. (B) Ejemplo 
representativo de la visualización de leucocitos PMN interaccionando con 
una monocapa endotelial venular (HUVEC).  
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Figura 18.  Montaje del sistema de cámara paralela de flujo en microscopio.                 
A: Regulador de temperatura de la cámara de flujo, B: Bomba de infusión,                
C: Videocámara, D: Cámara de flujo, E: Jeringa con suspensión de leucocitos (PMN 
o PBMC), F: Monitor de ordenador conectado a la videocámara. 

 

 Se empleó el objetivo 40x, pudiéndose observar así el flujo de 

leucocitos y su interacción con la monocapa endotelial (Figura 

17B). El programa informático utilizado para observar y grabar las 

imágenes fue “Pinacle Studio”. La grabación de los eventos se 

inició cuando se comenzó 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 parámetros 

leucocitarios de rodamiento y velocidad de rodamiento. Tras estos 

5 min se grabaron 5-6 campos adicionales durante 10 s cada uno, 

en los cuales se determinó la adhesión leucocitaria al endotelio 

venular o arterial.  
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3.1 PARÁMETROS LEUCOCITARIOS A DETERMINAR: 

 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 número de leucocitos que enlentecen su 

velocidad sobre 100 m2 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 µm de monocapa endotelial. Se calcula haciendo la 

media de la velocidad de 20 leucocitos consecutivos y se 

expresa en µm/s (Figura 19). 

 Adhesión 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 

adhesión leucocitaria se expresa como el número de 

células adheridas/mm2. 
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Figura 19. Parámetros leucocitarios. La figura muestra los parámetros 
leucocitarios a determinar en los experimentos de adhesión dinámica en cámara 
paralela de flujo (“Flow chamber”) y de microscopía intravital (ver Bloque II 
Estudios in vivo, apartado 1. Microscopía 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 

clínicamente relevantes de los fármacos ITIAN (ABC, ddI, 3TC, 

ZDV, FTC, TDF), sus combinaciones (ABC/3TC, FTC/TDF) o con 

el vehículo control (agua estéril) (4 h, 37ºC). Empleamos TNF-  

(25 ng/mL, 4 h) y PAF (10 µM, 1 h) como controles positivos de 

células endoteliales y leucocitos respectivamente (Figura 13) (ver 

apartado 2. Protocolo experimental de tratamiento).  

 Para analizar la implicación de las moléculas de adhesión en 

la interacción leucocito-endotelio inducida por ABC o ddI,        
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pre-tratamos las células endoteliales y los leucocitos con 

anticuerpos frente a diferentes moléculas de adhesión endoteliales 

y leucocitarias respectivamente previo al tratamiento con ABC o 

ddI (Figura 14) (ver apartado 2. Protocolo experimental de 

tratamiento). 

 Asimismo, para analizar el papel del ATP en la acumulación 

leucocitaria inducida por ABC pre-tratamos tanto las células 

endoteliales como los leucocitos con distintos compuestos que 

actúan en diferentes puntos de la ruta de degradación del ATP y 

su consecuente conversión a adenosina previo al tratamiento con 

ABC (Figura 15) (ver apartado 2. Protocolo experimental de 

tratamiento). 

 Transcurrido el período de incubación con los diferentes 

tratamientos se procedió a realizar la técnica de adhesión 

dinámica en cámara de flujo descrita anteriormente. 

4. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE MOLÉCULAS DE ADHESIÓN 

POR CITOMETRÍA DE FLUJO: 

 La expresión de moléculas de adhesión endoteliales y 

leucocitarias se determinó mediante citometría de flujo 110 (FACS 

calibur, BD) (Figura 20). 

 Este sistema identifica y clasifica las células de acuerdo a sus 

características de tamaño y granulosidad (“forward and side 

scatter”). La media de la intensidad de fluorescencia se empleó 

como marcador para determinar la expresión de las diferentes 

moléculas de adhesión analizándose diez mil eventos por muestra. 
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Figura 20. Citómetro de flujo FACS calibur. 

 

4.1 CÉLULAS 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 clínicamente relevantes de distintos ITIAN          

(4 ó 24 h, 37ºC) (Figura 13) (ver apartado 2. Protocolo 

experimental de tratamiento). 

 Transcurrido el período de incubación, las HUVEC o HUAEC 

se despegaron con tripsina, neutralizándose su acción con medio 

EBM-2 completo. Esta suspensión se incubó con los 

correspondientes anticuerpos marcados con fluoresceina (FITC) o 

con ficoeritrina (PE) a saturación: VCAM-1 (CD106), ICAM-1 

(CD54), E-selectina (CD62E) o con el anticuerpo control IgG1     

(20 min, oscuridad, 4ºC). 
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 Las células se fijaron con formalina al 10 % y se analizó la 

expresión de las diferentes moléculas de adhesión por citometría 

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 microscopía intravital (ver 

Bloque II Estudios in vivo apartado 1. Microscopía intravital)] 

utilizándose citrato sódico como anticoagulante.  

4.2.1 Protocolo experimental: 

 La sangre (40 µL) se trató con concentraciones clínicamente 

relevantes de diferentes fármacos ITIAN (ABC, ddI, 3TC, FTC o 

TDF)  (4 h, 37ºC) (Figura 13) (ver apartado 2. Protocolo 

experimental de tratamiento).  

 Tras este período, la sangre se incubó con diferentes 

anticuerpos marcados con FITC o PE a saturación: LFA-1 

(CD11a), Mac-1 (CD11b), integrinas β2 (CD18), VLA-4 (CD49d),   

L-selectina (CD62L) o anticuerpo control (IgG1) (20 min, 

oscuridad, 4ºC). 

 Una vez finalizado el tiempo de incubación las muestras 

sanguíneas se lisaron, lavaron y fijaron.  

 Las muestras obtenidas se procesaron en el citómetro de flujo 

(Figura 20) donde neutrófilos, monocitos y linfocitos se identifican 

como se ha descrito anteriormente (características de tamaño y 

granulosidad) (Figura 21). 
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Figura 21. Identificación de las diferentes poblaciones leucocitarias. La figura 
muestra un histograma representativo de las diferentes poblaciones leucocitarias 
separadas en función de sus características de tamaño (“forward scatter”) y 
granulosidad (“side scatter”) por el citómetro de flujo Facs calibur.  L (linfocitos), 
M (monocitos) y N (neutrófilos). 

 

5. DETERMINACIÓN DE LOS NIVELES DE ATP INTRACELULAR: 

 Para cuantificar la concentración de ATP intracelular, se 

utilizó el “ATP Bioluminiscence Kit”. Este es un ensayo de 

bioluminiscencia basado en la reacción de oxidación de              

D-luciferina a oxiluciferina mediada por la enzima luciferasa 

(Figura 22). La concentración de ATP de las muestras es 

directamente proporcional a la luz emitida (h) en la reacción de 

oxidación. 
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  Se determinaron los niveles de ATP tanto en células 

endoteliales (HUVEC o HUAEC) como en células leucocitarias 

(PMN o PBMC). 

 
Figura 22. Fundamento de la reacción de cuantificación de ATP intracelular. 
Reacción 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 CÉLULAS ENDOTELIALES: 

 Las HUVEC o HUAEC cultivadas en placas redondas de      

100 mm de diámetro, se trataron con los ITIAN ABC y ddI (4 h, 

37ºC) (Figura 13) (ver apartado 2. Protocolo experimental de 

tratamiento). 

 Transcurrido este periodo, las células endoteliales se 

recogieron por disgregación mecánica de la monocapa utilizando el 

siguiente procedimiento: el medio de cultivo EBM-2 fue retirado, 

las células fueron lavadas con PBS frío y a continuación se 

despegaron en 6 mL de PBS frío de forma mecánica utilizando 

rascadores (“scrappers”). 

 El precipitado de HUVEC o HUAEC se obtuvo tras centrifugar 

esta suspensión celular durante 5 min a 259 xg y a 4ºC.  
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5.2 LEUCOCITOS: 

 Los PMN o PBMC se extrajeron de sangre procedente de 

donantes sanos según se ha descrito anteriormente (ver apartado 

1.2 Aislamiento leucocitos). 

 Las células se trataron con los ITIAN, ABC y ddI (4 h, 37ºC) 

(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 4ºC durante 5 min a 259 xg o las muestras de PBMCs a 

4ºC 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 resuspendió el precipitado 

celular en el tampón de dilución del kit de bioluminiscencia 

(tampón tris-acetato). La curva estándar de ATP se preparó       

(10-11-10-2 M) diluyendo la solución madre de ATP (10 mg/mL) 

suministrada por el kit en el tampón de dilución para minimizar el 

ruido de fondo de la luminiscencia. Tanto los puntos de la curva 

estándar de ATP, como las muestras se depositaron por triplicado 

en una placa negra de 96 pocillos. A continuación, se adicionó el 

tampón de lisis del kit a todos los pocillos y la placa se incubó 

durante 5 min a temperatura ambiente y agitación suave. 

 La luminiscencia se cuantificó con el lector de placas 

Fluoroskan Ascent FL (Thermo Labsystems) inmediatamente tras 
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añadir 30 L por pocillo del reactivo de luciferasa a través del 

dispensador interno del aparato. 

 Para normalizar los valores de ATP con respecto a la 

concentración de proteína de cada muestra, tras la lisis celular se 

recogieron 10 L por pocillo del lisado y la concentración proteica 

se determinó usando el kit de cuantificación proteíca “BCA Protein 

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

6. ANÁLISIS DE LOS NIVELES DE PROTEÍNAS: 

6.1 CÉLULAS ENDOTELIALES: 

 HUVEC o HUAEC cultivadas en placas redondas de 100 mm 

de diámetro, se trataron con ABC (4 h, 37ºC) (Figura 13) (ver 

apartado 2. Protocolo experimental de tratamiento). 

 Transcurrido este periodo de incubación, los precipitados de 

células endoteliales se obtuvieron por disgregación mecánica 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, 37ºC) (Figura 13) (ver apartado 2. Protocolo 

experimental de tratamiento). 

 Transcurrido este periodo de tiempo, se obtuvieron los 

precipitados de PMN o de PBMC por centrifugación de las 

muestras (ver apartado 5.2 Células leucocitarias). 
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6.3 OBTENCIÓN DE EXTRACTOS PROTEICOS CITOSÓLICOS Y 

NUCLEARES: 

 Los precipitados de células obtenidos anteriormente (HUVEC, 

HUAEC, PMNs o PBMCs), se resuspendieron en 70 L de tampón 

de lisis frío (HEPES 10 mM pH 7.5, MgCl2 2 mM, EDTA 1 mM, 

EGTA 1 mM, NaCl 10 mM, Na3VO4 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 continuación se adicionó 

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 4ºC en 

una microcentrífuga y se recogió el sobrenadante que es el 

extracto proteico citosólico. 

 Los precipitados obtenidos, que contienen los núcleos, se 

resuspendieron en 70 L de tampón de extracción nuclear frío 

(HEPES 25 mM pH 7.5, NaCl 500 mM, NaF 10 mM, glicerol 10 %, 

MgCl2 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 4ºC y se recogió el sobrenadante que es el extracto 

nuclear. 

6.4 DETERMINACIÓN DE LA CANTIDAD DE PROTEÍNA: ENSAYO 

DEL ÁCIDO BICINCONÍNICO (BCA): 

 Este ensayo se basa en la reacción de reducción de iones 

cúpricos (Cu2+) a iones cuproso (Cu+) producida por las proteínas 

en condiciones alcalinas. Estos iones cuprosos formados 
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reaccionan con el BCA observándose una coloración morada en 

los pocillos 119 (Figura 23). 

 El contenido proteico de las muestras es proporcional a la 

absorbancia detectada en las mismas (cuyo valor máximo se 

detecta a 562 nm). 

 

Figura 23. Fundamento del Ensayo del ácido bicinconínico (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 

detección es 0.02-2 mg proteína/mL, que cuantifica la 

concentración proteica de los extractos. Se preparó una curva 

estándar de albúmina sérica bovina (BSA, proteína patrón), 

realizando diluciones seriadas a partir de una solución madre de 

BSA (2 mg/mL). Las muestras se diluyeron (1:10) y 

posteriormente se mezclaron 25 L de las muestras diluidas o de 

la curva estándar de BSA con 200 L del reactivo de 

cuantificación proteica por pocillo (el ensayo se realizó por 
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duplicado). A continuación, la placa se incubó en agitación suave 

(30 min, 37ºC). La medición de la absorbancia a 570 nm se realizó 

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 realizó utilizando el sistema “Mini-

PROTEAN 3 Cell” (Bio-Rad) siguiendo las instrucciones del 

fabricante. 

  Los extractos citosólicos y nucleares se mezclaron con 

tampón de carga Laemmli (Tris-HCl 0.5 mM pH 6.8, glicerol 25 % 

v/v, SDS 10 %, -mercaptoetanol 0.5 % v/v y azul de bromofenol 

0.5 % p/v) y se desnaturalizaron las proteínas hirviendo las 

muestras a 100ºC durante 5 min. En el gel se cargaron 50–100 µg 

de proteínas por pocillo. 

 Se utilizó un marcador de peso molecular “Precision Plus 

Protein Standard-Kaleidoscope” como referencia con el fin de 

localizar las proteínas de interés. 

 La electroforesis se realizó en tampón 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 concentración del gel y posteriormente a 

120–140 V en la fase de resolución. 
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6.5.2 Transferencia a membrana de nitrocelulosa: 

 La transferencia de las proteínas separadas por SDS-PAGE 

desde el gel de poliacrilamida a una membrana de nitrocelulosa de 

0.2 m se realizó utilizando “Mini Trans-Blot Electrophoretic 

Transfer Cell” (Bio-Rad). 

 Para la transferencia, se empleó el tampón de transferencia 

(Tris 25 mM pH 8.3, glicina 192 mM y metanol 20 % v/v) y se 

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

 Transcurrido este periodo de tiempo, la membrana de 

nitrocelulosa se incubó con la solución de Ponceau, que tiñe 

reversiblemente todas las proteínas y se utiliza como control de la 

cantidad de proteínas cargadas en cada pocillo y de la calidad de 

la transferencia. A continuación, se lavó la membrana con el 

tampón TBS-T  (Tris-HCl 20 mM pH 7.2, NaCl 150 mM y Tween 

20 0.1 % v/v).  

 La membrana se incubó con la solución de bloqueo (leche en 

polvo 5 % p/v o BSA 5 % p/v en tampón TBS-T) durante 1 h en 

agitación suave y a temperatura ambiente. 

6.5.3 Incubación con Anticuerpos: 

 La membrana de nitrocelulosa se incubó con el anticuerpo 

primario, preparado en solución de bloqueo (BSA 5 % p/v o leche 

5 % p/v) suplementada con azida sódica 0.02 % v/v (conservante), 

durante 3 h a temperatura ambiente o toda la noche a 4ºC. La 

membrana se lavó 3 veces durante 10 min cada lavado, a 

temperatura ambiente con TBS-T y en agitación fuerte. A 

continuación, se incubó con el anticuerpo secundario, también 

preparado en la correspondiente solución 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 análisis de proteínas. 

 

Los anticuerpos primarios tienen reactividad frente a humano, mientras que los 
anticuerpos secundarios poseen reactividad frente a conejo o ratón. 
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6.5.4 Revelado: Detección por quimioluminiscencia: 

 Para el revelado utilizamos el “kit Enhanced luminol-based 

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

 La detección de las bandas de proteínas se basa en la 

reacción de quimioluminiscencia del luminol. Los anticuerpos 

secundarios empleados en este trabajo tienen acoplada la enzima 

peroxidasa de rábano (HRP, “horseradish peroxidase”), que al 

adicionar los reactivos de revelado (peróxido de hidrógeno y 

condiciones alcalinas), produce la oxidación del luminol, pasando 

a estado excitado y emitiendo luminiscencia 120. 

 El visualizado de las bandas de proteínas se realizó con 

“Luminescent Image Analyzer LAS-3000” (Fujifilm) y los análisis 

densitométricos de estos resultados se realizaron usando el 

software “ImageQuant”. 

6.5.5 Reutilización de membranas de nitrocelulosa “Stripping”: 

 Para evaluar otras proteínas en la misma membrana 

eliminamos los anticuerpos empleados anteriormente. Este 

proceso consiste en romper la unión de los anticuerpos a sus 

correspondientes proteínas fijadas a la membrana de 

nitrocelulosa. La ruptura puede realizarse incubando la 

membrana de dos maneras:  

 Glicina: Incubamos la membrana con una solución de  

glicina 0.5 M pH 2.5 durante 10 min a temperatura 

ambiente y bajo agitación fuerte. 

 -mercaptoetanol: Incubamos la membrana con un 

tampón de eliminación (Tris-HCl 62.5 mM pH 6.7,           
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-mercaptoetanol 100 mM y SDS 2 %) durante 30 min a 

56ºC y agitación fuerte.  

 Posteriormente se realizaron dos lavados de 10 min con   

TBS-T a temperatura ambiente y se comenzó de nuevo con el 

bloqueo y la incubación con anticuerpos (ver apartados 6.4.2 

Transferencia a membrana de nitrocelulosa y 6.4.3 Incubación 

con anticuerpos). 

7. MICROSCOPÍA DE FLUORESCENCIA: CITOMETRÍA ESTÁTICA:  

 Esta técnica permite analizar y cuantificar de manera 

automática numerosos parámetros celulares, mediante la 

utilización de un microscopio de fluorescencia (IX81, Olympus) 

acoplado a un ordenador que dispone del software de análisis de 

imágenes “ScanR versión 2.03.2” (Olympus).  

 Este método se basa en la utilización de la sonda fluorescente 

Hoechst 33342 para marcar los núcleos celulares y así, al 

adicionar una segunda sonda fluorescente (para la detección del 

parámetro que queramos estudiar), poder cuantificar y relativizar 

esta segunda fluorescencia asociada a la fluorescencia de los 

núcleos celulares. 

 Al contrario que en citometría 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 suspensión de células adherentes (formación de 

agregados, daño celular producido por el agente enzimático o 

mecánico 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 PRODUCCIÓN DE ERO: 

 La medida de la producción de ERO en células endoteliales 

(HUVEC o HUAEC) se determinó por citometría estática utilizando 

como sonda fluorescente DCFH-DA (Diclorofluoresceína diacetato).  

 Esta sonda se rompe intracelularmente debido a la actividad 

de esterasas no específicas, formando la DCFH, que es oxidada 

por las ERO dando lugar al compuesto fluorescente DCF 121. 

Empleamos rotenona como control positivo de la producción 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 µM, 

estímulo positivo) (4 h, 37ºC). 30 min antes de finalizar las 4 h de 

tratamiento, se adicionaron los fluorocromos, Hoechst 33342      

(2 M) para marcar núcleos y DCFH-DA (5 µM) para detectar las 

ERO. La placa se incubó durante estos 30 min a 37ºC y 

oscuridad.  

 Los filtros de detección 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. MICROSCOPÍA INTRAVITAL: 

 Se emplearon ratas Sprague-Dawley macho (200-250 g) 

sometidas a ayuno durante 8 h. Estos animales se anestesiaron 

por vía intraperitoneal con pentobarbital sódico (65 mg/kg). Se 

procedió a realizar una traqueotomía para mantener una 

adecuada ventilación pulmonar, una canulación de la vena 

yugular izquierda para la administración intravenosa de distintas 

sustancias (anestesia o fármacos) y de la arteria carótida derecha 

para monitorizar la presión arterial media (PAM) mediante un 

transductor de presión (Spectramed Stathan P-23XL) conectado a 

un polígrafo (GRASS RPS7C8B, Quincy). 

 A continuación, se realizó una incisión abdominal empleando 

un cauterio, el animal se colocó en posición supina y se extendió 

un segmento del yeyuno medio sobre un pedestal translúcido el 

cual permite la transiluminación de un área del mesenterio de      

2 cm2. El área seleccionada del mesenterio fue superfundida 

continuamente a una velocidad de flujo de 2 mL/min con una 

solución tampón bicarbonatada de pH 7.4 a una temperatura de 

37ºC. La preparación mesentérica se observó a través de un 

Microscopio Intravital Ortostático (Nikkon Optiphot-2, SMZ1) 

equipado con un objetivo 20x y un ocular 10x, que proyecta las 

imágenes a un monitor en color, grabándose estas para su 

posterior análisis 77, 122 (Figura 24). 
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Figura 24. Montaje del sistema de microscopía intravital. Las imágenes 
muestran los diferentes componentes del sistema de microscopía intravital          
(A: Baño termostático B: Bomba de infusión, C: Videocámara, D: Pedestal 
translúcido con el animal, E: Monitor de ordenador conectado a la videocámara y a 
vídeo, F: “Video Caliper” y “Optical doppler Velocimeter”). 

 

 Para realizar el estudio se seleccionaron vénulas mesentéricas 

de 25-40 µm de diámetro y arteriolas de 15–30 µm de diámetro 

(Figura 25).  

 

Figura 25.  (A) Aislamiento de una vénula mesentérica de rata. (  ) 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 PARÁMETROS 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 número 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). 

 Velocidad de rodamiento leucocitario: Tiempo requerido 

por un leucocito en fase de rodamiento para recorrer    

100 µm de vaso. Se calcula haciendo la media de la 

velocidad de 10 leucocitos consecutivos. Se expresa en 

µm/s (Figura 19). 

 Adhesión 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 μm de vaso. Se 

expresa como número de células adheridas/100 μm de 

vénula o de arteriola (Figura 19).  

 Migración leucocitaria: Número de leucocitos que se 

extravasan de la vénula al tejido circundante. Se expresa 

como número de células/campo (Figura 19).  
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1.2 PARÁMETROS HEMODINÁMICOS A DETERMINAR: 

 Diámetro venular y arteriolar (Dv y Da): Dicho 

parámetro se determina con un “Vídeo Caliper” 

(Microcirculation Research Institute). Se expresa en μm. 

 “Shear rate” (γ): Es la fuerza que ejerce la sangre sobre 

las paredes venulares. Se expresa en s-1 y se calcula según 

la definición newtoniana: 

 

Donde: 

Dv: Diámetro de la vénula. 

Vmean: Flujo de los eritrocitos. Se calcula como el producto 

de la velocidad de los eritrocitos y el área seccional, 

asumiendo que el vaso es un cilindro geométrico        

(Vmean = Vrbc 1.6-1). La velocidad de los eritrocitos en el 

torrente sanguíneo (Vrbc) se determina con la ayuda de un 

“Optical Doppler Velocimeter” (Microcirculation Research 

Institute).  

 Presión arterial media (PAM): Es la presión que ejerce la 

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

transductor de presión. Se expresa en mm Hg. 

1.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL: 

 A los animales se les administró por vía intraperitoneal 

diferentes fármacos ITIAN: ABC (1–10 µM), ddI (5 µM), 3TC        

(10 µM), ZDV (5 µM), FTC (10 µM), TDF (1-5 µM) o vehículo control 

(suero fisiológico). Las dosis del fármaco se seleccionaron de 

γ = 8 (Vmean Dv-1) S-1 
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acuerdo con la literatura, intentando mimetizar las 

concentraciones plasmáticas obtenidas en humanos 75, 111-113  

(Figura 26). 

 Transcurridas 3 h se anestesiaron los animales, comenzamos 

la cirugía y tras un periodo de estabilización, a las 4 h se 

determinaron los parámetros (leucocitarios y hemodinámicos) 

anteriormente mencionados. 

 Tras finalizar los experimentos de microscopía intravital 

extrajimos sangre de los animales a través de su vena mesentérica 

para la realización de los experimentos de citometría de flujo en 

sangre de rata (ver apartado 4. Estudio de la expresión de 

moléculas de adhesión por citometría de flujo). 

Figura 26. Protocolo experimental de microscopía intravital para la 
evaluación del efecto de los ITIAN sobre la interacción leucocito-endotelio in 
vivo. A los animales se les administró intraperitonealmente (i,p.) distintos 
fármacos del grupo ITIAN: Abacavir (ABC), didanosina (ddI), lamivudina (3TC), 
zidovudina (ZDV), emtricitabina (FTC) y tenofovir (TDF). Transcurridas 3 h se 
realizó la cirugía de los animales y tras un periodo de estabilización se 
determinaron los parámetros leucocitarios y hemodinámicos (4 h). 
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 Para analizar el papel de las moléculas de adhesión en la 

interacción leucocito-endotelio inducida por ABC y ddI se         

pre-trataron los animales por vía 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 IgG1 (1 mg/Kg) e IgA (2 mg/Kg)                   

(30 min) 122, 123. Posteriormente se procedió a la administración 

intraperitoneal de ABC o ddI (4 h, 37ºC). Transcurrido el período 

de incubación con el tratamiento antirretroviral se procedió a 

realizar la técnica de microscopía intravital descrita anteriormente 

(Figura 27).  

30 min 3 h

MEDIDASCIRUGÍA

1 h

 
Figura 27. Protocolo experimental de microscopía intravital para evaluar la 
implicación de las moléculas de adhesión en la interacción leucocito-
endotelio inducida por ABC o ddI. Pre-tratamiento (30 min) de los animales por 
vía intravenosa (i.v.) con anticuerpos bloqueantes de moléculas de adhesión 
endoteliales (anti-CD54) o leucocitarias (anti-CD11b y anti-CD18) y posterior 
tratamiento por vía intraperitoneal (i.p.) con abacavir (ABC) o didanosina (ddI). 
Transcurridas 3h se realizó la cirugía de los animales y tras un periodo de se 
determinaron los parámetros leucocitarios y hemodinámicos (4 h). 
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MATERIAL 

 Los siguientes fármacos 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.  Fármacos antirretrovirales. 

FÁRMACO 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 IgG1к Isotipo Control BD Biosciences 

Anticuerpo bloqueante IgA к 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   conjugado con PE BD Biosciences 

Anticuerpo Mouse monoclonal anti NF-кB (p65) Invitrogen 

Anticuerpo Rabbit policlonal anti IкB-α (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 

Albúmina 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 plástico de 25 mm de diámetro Nunc 

Dextrano Sigma 

Diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) Invitrogen 

Dulbecco's PBS con Ca2+ y Mg2+ (DPBS+) Lonza 

Dulbecco's PBS sin Ca2+ 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 sódico Guinama 

Precision Plus Protein Standar-Kaleidoscope Bio-Rad 

Rotenona Sigma 

RPMI 1640 suplementado con 20 mM HEPES Sigma 

Scrappers Corning 

Solución de lisis citometria BD 

Solución de Ponceau Sigma 

Suero fetal bovino Lonza 

Suero fisiológico (NaCl 0.9 %) Braun 

Suramina Sigma 

TNF- recombinante Sigma 

Tripsina Gibco Invitrogen 

Tubos con citrato sódico BD Vacutainer 
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COMITÉS ÉTICOS 

 El Comité Ético del Hospital Clínico Universitario de Valencia 

aprobó el proyecto al cual está adscrito este estudio  con muestras 

de cordón 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 Ético de Experimentación Animal de la Universidad 

de Valencia aprobó los estudios con animales de experimentación 

realizados. Estos estudios están en concordancia con las 

directrices institucionales para el cuidado y uso de animales de 

laboratorio. 

 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 Todos los resultados han sido expresado como media 

aritmética ± error estándar de la media (E.E.M.) para un número 

de experimentos ≥ 4. Los resultados han sido analizados mediante 

un análisis de varianza One-way ANOVA con la corrección 

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. ANÁLISIS DEL EFECTO DE FÁRMACOS ITIAN SOBRE LA 

INTERACCIÓN LEUCOCITO-ENDOTELIO: 

1.1 EFECTO DE ABC SOBRE LA INTERACCIÓN LEUCOCITO-ENDOTELIO: 

 Analizamos el efecto de ABC sobre la interacción leucocito-

endotelio como primer paso en el desarrollo de enfermedades 

cardiovasculares con componente inflamatorio empleando la 

técnica de adhesión dinámica en cámara paralela de flujo. Para 

ello, incubamos las células endoteliales (HUVEC o HUAEC) y los 

leucocitos (PMN o PBMC) por separado con concentraciones 

crecientes del fármaco (4 h, 37ºC). 

 En primer lugar, evaluamos su efecto sobre la interacción 

PMN/HUVEC. Tras el tratamiento de ambos tipos celulares con 

dicho fármaco se produjo un incremento significativo y dosis 

dependiente en los parámetros de rodamiento (Figura 28B) y 

adhesión (Figura 28C) de PMN sobre HUVEC, así como una 

reducción 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 adhesión (C) de PMN sobre endotelio venular. 
HUVEC y PMN fueron tratados independientemente con abacavir (ABC, 1-15 M) o 
con su vehículo (4 h) y los parámetros fueron determinados tras el ensamblaje de 
la cámara de flujo. Los resultados están expresados como la media ± E.E.M.             
(n = 4-6). *p<0.05 ó **p<0.01 respecto al grupo tratado con el vehículo (ANOVA 
seguido de  Newman-Keuls como post-test). 

 

 Cuando analizamos los efectos de este ITIAN sobre HUVEC y 

PBMC, observamos que los PBMC fueron más sensibles que los 

PMN a los efectos del fármaco. En este sentido dosis diez veces 

inferiores de ABC produjeron un incremento significativo en los 

parámetros de rodamiento (Figura 29B) y adhesión (Figura 29C) 

de PBMC sobre HUVEC así como una reducción 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 adhesión (C) de PBMC sobre endotelio venular. 
HUVEC y PBMC fueron tratados independientemente con abacavir (ABC,              
0.1-15 M) o con su vehículo (4 h) y los parámetros fueron determinados tras el 
ensamblaje de la cámara de flujo. Los resultados son expresados como media ± 
E.E.M. (n = 4-6). **p<0.01 respecto al grupo tratado con el vehículo (ANOVA 
seguido de  Newman-Keuls como post-test). 

 

 Debido a la importancia de la acumulación 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 aterosclerótico, quisimos 

evaluar el efecto de ABC sobre el endotelio arterial, en particular 

sobre la interacción PBMC/HUAEC. Al igual que en el endotelio 

venular, dosis diez veces inferiores del fármaco indujeron un 

incremento significativo en los parámetros de rodamiento (Figura 

30B) y adhesión (Figura 30C) de PBMC sobre HUAEC así como 
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una reducción significativa en la velocidad de rodamiento de este 

tipo leucocitario sobre el endotelio arterial (Figura 30A). 
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Figura 30. Efecto dosis-respuesta de ABC sobre la velocidad de rodamiento 
(A), el rodamiento (B) y la adhesión (C) de PBMC sobre endotelio arterial. 
HUAEC y PBMC fueron tratados independientemente con abacavir (ABC, 1-15 M) 
o con su vehículo (4 h) y los parámetros fueron determinados tras el ensamblaje 
de la cámara de flujo. Los resultados son expresados como media ± E.E.M. (n = 4-6). 
*p<0.05 ó **p<0.01 respecto al grupo tratado con el vehículo (ANOVA seguido de  
Newman-Keuls como post-test). 
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1.2 EFECTO DE OTROS FÁRMACOS ITIAN SOBRE LA INTERACCIÓN 

LEUCOCITO-ENDOTELIO: 

 A continuación, evaluamos el efecto de otros fármacos 

antirretrovirales ITIAN sobre la interacción leucocito-endotelio 

empleando de nuevo la técnica de adhesión dinámica en cámara 

paralela de flujo. 

 Incubamos las células endoteliales (HUVEC o HUAEC) y los 

leucocitos (PMN o PBMC) por separado con los distintos ITIAN a 

dosis clínicamente relevantes. Analizamos el efecto de un análogo 

de adenosina (ddI), dos análogos de citidina (3TC y FTC), un 

análogo de timidina (ZDV) y un análogo de nucleótido (TDF) (4 h, 

37ºC). 

 Únicamente ddI indujo un incremento significativo en los 

parámetros de rodamiento (Figura 31B) y adhesión (Figura 31C) 

de PMN sobre HUVEC, así como una reducción 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 parámetros 

(Figura 31).  
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Figura 31. Efecto de diferentes fármacos ITIAN sobre la velocidad de 
rodamiento (A), el rodamiento (B) y la adhesión (C) de PMN sobre endotelio 
venular. HUVEC y PMN fueron tratados independientemente con didanosina (ddI, 
5 µM), lamivudina (3TC, 10 µM), zidovudina (ZDV, 5 µM), emtricitabina (FTC,        
10 µM), tenofovir (TDF, 1 µM)  o con su vehículo (4 h) y los parámetros fueron 
determinados tras el ensamblaje de la cámara 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 vehículo (ANOVA seguido de Newman-
Keuls como post-test). 

 

 Posteriormente, analizamos el efecto de estos ITIAN sobre la 

interacción PBMC/HUVEC. Al igual que en el caso de los PMN, 

únicamente ddI produjo un incremento tanto del rodamiento 

(Figura 32B) como de la adhesión (Figura 32C) de PBMC sobre 

HUVEC, así como una reducción 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 parámetros (Figura 32). 
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Figura 32. Efecto de diferentes fármacos ITIAN sobre la velocidad de 
rodamiento (A), el rodamiento (B) y la adhesión (C) de PBMC sobre endotelio 
venular. HUVEC y PBMC fueron tratados independientemente con didanosina 
(ddI, 5 µM), lamivudina (3TC, 10 µM), zidovudina (ZDV, 5 µM), emtricitabina (FTC, 
10 µM), tenofovir (TDF, 1 µM) o con el vehículo (4 h) y los parámetros fueron 
determinados tras el ensamblaje de la cámara 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 vehículo (ANOVA seguido de Newman-
Keuls como post-test). 

 

 Finalmente quisimos evaluar el efecto de los distintos ITIAN 

sobre el endotelio arteriolar, concretamente sobre la interacción 

PBMC/HUAEC. Observamos que únicamente ddI indujo un 

incremento significativo en los parámetros de rodamiento    

(Figura 33B) y adhesión (Figura 33C) de PBMC sobre HUAEC, así 

como una reducción 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 parámetros (Figura 33). 
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Figura 33. Efecto de diferentes fármacos ITIAN sobre la velocidad de 
rodamiento (A), el rodamiento (B) y la adhesión (C) de PBMC sobre endotelio 
arteriolar. HUAEC y PBMC fueron tratados independientemente con didanosina 
(ddI, 5 µM), lamivudina (3TC, 10 µM), zidovudina (ZDV, 5 µM), emtricitabina (FTC, 
10 µM), tenofovir (TDF, 1 µM) o con su vehículo (4 h) y los parámetros fueron 
determinados tras el ensamblaje de la cámara 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 vehículo (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 TERAPÉUTICA ACTUAL 

SOBRE LA INTERACCIÓN LEUCOCITO-ENDOTELIO: 

 Para finalizar este grupo de experimentos, decidimos realizar 

un estudio comparativo del efecto de las dos combinaciones de 

ITIAN más empleadas en la terapéutica actual del VIH (ABC/3TC y 

FTC/TDF) sobre la interacción leucocito-endotelio empleando la 

técnica de adhesión dinámica en cámara 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, 37ºC). 

 La combinación ABC/3TC produjo un incremento significativo 

en los parámetros de rodamiento (Figura 34B, E) y adhesión 

(Figura 34C, F) de PMN y PBMC respectivamente sobre HUVEC, 

así como una reducción significativa en la velocidad de 

rodamiento de ambos tipos de leucocitos sobre el endotelio 

venular (Figura 34A, D). La combinación FTC/TDF no produjo 

variaciones en dichos parámetros (Figura 34). 
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Figura 34. Efecto de las combinaciones de ITIAN más empleadas sobre la 
velocidad de rodamiento (A, D), el rodamiento (B, E) y la adhesión (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 µM/10 µM), emtricitabina/tenofovir (FTC/TDF, 10 µM/1 µM) o con 
su vehículo (4 h) y los parámetros fueron determinados tras el ensamblaje de la 
cámara 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 vehículo 
(ANOVA seguido de Newman-Keuls como post-test). 
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2. DETERMINACIÓN DEL EFECTO DE FÁRMACOS ITIAN 

SOBRE LA EXPRESIÓN DE MOLÉCULAS DE  ADHESIÓN: 

2.1 ESTUDIO DEL EFECTO DE ABC Y ddI SOBRE LA EXPRESIÓN DE 

MOLÉCULAS DE ADHESIÓN: 

2.1.1 Células endoteliales: 

 Para determinar si ABC y ddI producen una activación 

endotelial, analizamos el efecto de ambos ITIAN (4 h, 37ºC) sobre 

la expresión de diferentes moléculas de adhesión endoteliales:    

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

 Las concentraciones de ABC y ddI evaluadas no modificaron 

la expresión de dichas moléculas de adhesión ni en HUVEC 

(Figura 35) ni en HUAEC (Figura 36). 
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Figura 35. Efecto de ABC y ddI sobre la expresión de las moléculas de 
adhesión 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 µM), didanosina (ddI, 3-10 µM), TNF-α  
(25 ng/mL) o con su vehículo (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 vehículo (ANOVA 
seguido de Newman-Keuls como post-test). 
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Figura 36. Efecto de ABC y ddI sobre la expresión de las moléculas de 
adhesión 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 µM), didanosina (ddI, 3-10 µM), TNF-α 
(25ng/mL) o con su vehículo (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 vehículo (ANOVA 
seguido de Newman-Keuls como post-test). 
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2.1.2 Leucocitos humanos: 

 Paralelamente, para determinar si estos fármacos inducen 

una activación leucocitaria, analizamos en sangre procedente de 

donantes sanos, el efecto de ABC y ddI (4 h, 37ºC) sobre la 

expresión de diferentes moléculas de adhesión leucocitarias:   

LFA-1 (CD11a), Mac-1 (CD11b), integrinas β2 (CD18), VLA-4 

(CD49d) y L-selectina (CD62L) mediante citometría de flujo. 

 LFA-1 y Mac-1 son moléculas de adhesión tipo integrina β2, 

formadas por una subunidad específica  (CD11a y CD11b 

respectivamente) y una subunidad común de las integrinas tipo β2 

(CD18). VLA-4 (CD49d) es una integrina 4β1 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 expresión de la subunidad 

específica CD11b en neutrófilos (Figura 37A) y en monocitos 

(Figura 37C), así como de la subunidad común CD18 en 

neutrófilos (Figura 37B) y en monocitos (Figura 37D). 
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Figura 37. Efecto dosis-respuesta de ABC sobre la expresión de las moléculas 
de adhesión leucocitarias CD11b (A, C) y CD18 (B, D) en neutrófilos y 
monocitos respectivamente. La sangre fue tratada con concentraciones 
crecientes de abacavir (ABC, 1-10 µM), con su vehículo (4 h) o con PAF (10 µM,       
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 ó **p<0.01 respecto del valor 
correspondiente al grupo tratado con el vehículo (ANOVA seguido de Newman-
Keuls como post-test). 

 

 Sin embargo, las dosis evaluadas de ABC no tuvieron efectos 

sobre las siguientes subunidades: CD11a en neutrófilos (ABC     

10 µM: 102.9 ± 2.6 %) y en monocitos (ABC 10 µM: 106.9 ± 6.6 %), 

CD49d en neutrófilos (ABC 10 µM: 99.5 ± 0.5 %) y en monocitos 

(ABC 10 µM: 100.1 ± 5.1 %), CD62L en neutrófilos (ABC 10 µM: 

105.2 ± 7.4 %) y en monocitos  (ABC 10 µM: 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 expresión de ninguna 

de las moléculas de adhesión a nivel de la población linfocitaria: 

CD11a (ABC 10 µM: 98.2 ± 0.7 %), CD11b (ABC 10 µM: 101.3 ± 

0.8 %), CD18 (ABC 10 µM: 102.2 ± 2.8 %), CD49d (ABC 10 µM: 

96.2 ± 1.9 %) y CD62L (ABC 10 µM: 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 sanguíneas con ddI. Este ITIAN indujo un incremento 

significativo y dosis dependiente de la expresión de la subunidad 

específica CD11b en neutrófilos (Figura 38A) y en monocitos 

(Figura 38C), así como de la subunidad común CD18 en 

neutrófilos (Figura 38B) y en monocitos (Figura 38D). 
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Figura 38. Efecto dosis-respuesta de ddI sobre la expresión de las moléculas 
de adhesión leucocitarias CD11b (A, C) y CD18 (B, D) en neutrófilos y 
monocitos respectivamente. La sangre fue tratada con dosis crecientes de 
didanosina (ddI, 3–10 µM), con su vehículo (4 h) o con PAF (10 µM, 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 ó **p<0.01 respecto del valor correspondiente al 
grupo tratado con el vehículo (ANOVA seguido de Newman-Keuls como post-test). 
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 Las dosis evaluadas de ddI no tuvieron efectos sobre las 

siguientes subunidades: CD11a en neutrófilos (ddI 5 µM: 98.1 ± 

2.9 %) y en monocitos (ddI 5 µM: 107.4 ± 5.1 %), CD49d en 

neutrófilos (ddI 5 µM: 100.2 ± 0.5 %) y en monocitos (ddI 5 µM: 

97.6 ± 2.8 %), CD62L en neutrófilos (ddI 5 µM: 109.8 ± 2.7 %) y en 

monocitos (ddI 5 µM: 105.9 ± 3.2 %). Estos porcentajes indican la 

media de la intensidad de fluorescencia respecto del control     

(100 %). 

 Tampoco se observaron cambios en la expresión de ninguna 

de las moléculas de adhesión a nivel de la población linfocitaria: 

CD11a (ddI 5 µM: 97.9 ± 3.1 %), CD11b (ddI 5 µM: 96.3 ± 9.1 %), 

CD18 (ddI 5 µM: 92.2 ± 9.2 %), CD49d (ddI 5 µM: 94.9 ± 5.5 %) y 

CD62L (ddI 5 µM: 97.6 ± 3.3 %). Estos porcentajes indican la 

media de la intensidad de fluorescencia respecto del control     

(100 %). 

 Estos resultados sugieren que ABC y ddI inducen un 

aumento de la expresión de la integrina leucocitaria Mac-1 

(CD11b/CD18). 

2.2 ESTUDIO DEL EFECTO DE OTROS ITIAN SOBRE LA EXPRESIÓN DE 

MOLÉCULAS DE ADHESIÓN: 

2.2.1 Células endoteliales: 

 Evaluamos el efecto de otros ITIAN empleados frecuentemente 

en la terapéutica antirretroviral actual: 3TC, FTC y TDF (4 h, 

37ºC) sobre la expresión de las moléculas de adhesión endoteliales 

E-selectina, ICAM-1 y VCAM-1 en HUVEC mediante citometría de 

flujo. 
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 La expresión de dichas moléculas no se vio modificada por las 

concentraciones evaluadas de ninguno de los ITIAN mencionados 

(Tabla 11).  

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

 
HUVEC fueron tratadas con concentraciones clínicas de los distintos ITIAN; 
lamivudina (3TC, 10 µM), emtricitabina (FTC, 10 µM) y tenofovir (TDF, 1 µM) o con 
su vehículo (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). 

 

2.2.2 Leucocitos humanos: 

 Paralelamente, determinamos si dichos fármacos ITIAN 

afectan a la expresión de moléculas de adhesión leucocitarias, 

concretamente a: LFA-1 (CD11a), Mac-1 (CD11b), integrinas β2 

(CD18), VLA-4 (CD49d) y L-selectina (CD62L). 

 Tratamos sangre procedente de donantes sanos con 

concentraciones clínicas de 3TC, FTC y TDF (4 h, 37ºC). 

 La expresión de dichas moléculas de adhesión 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 fármacos ITIAN sobre la expresión de 
moléculas de adhesión leucocitarias (CD11a, CD11b, CD18, CD49d y CD62L) 
en neutrófilos (A), monocitos (B) y linfocitos (C). 
 

 
La sangre fue tratada con concentraciones clínicas de lamivudina (3TC, 10 µM), 
emtricitabina (FTC, 10 µM), tenofovir (TDF, 1 µM) o con su vehículo (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). 
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3. ESTUDIO DE LA PARTICIPACIÓN DE LAS MOLÉCULAS DE 

ADHESIÓN EN LA INTERACCIÓN LEUCOCITO-ENDOTELIO 

INDUCIDA POR ABC Y ddI: 

 Mac-1, molécula de adhesión tipo integrina β2, se caracteriza 

por poseer una subunidad específica  (CD11b) y una subunidad 

común a las integrinas β2 (CD18). Aunque tiene más 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 expresión de la 

integrina leucocitaria Mac-1 (CD11b/CD18) inducida tanto por 

ABC como por ddI y con el fin de determinar su implicación en la 

interacción leucocito-endotelio inducida por estos fármacos, 

empleamos la técnica de adhesión dinámica en cámara paralela de 

flujo, pero en esta ocasión utilizando anticuerpos bloqueantes 

frente a las moléculas de adhesión leucocitarias LFA-1 (CD11a), 

Mac-1 (CD11b), integrinas β2 (CD18), así como frente a la 

molécula de adhesión endotelial ICAM-1 (CD54) por ser el 

principal ligando de Mac-1. 

 La interacción leucocito (PMN y PBMC)-endotelio inducida 

tanto por ABC (Figura 39) como por ddI (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 interacción entre Mac-1 

(CD11b/CD18) e ICAM-1 es la responsable de la acumulación 

leucocitaria inducida por estos ITIAN. 
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Figura 39. Efecto del bloqueo de las moléculas de adhesión LFA-1 
(CD11a/CD18), Mac-1 (CD11b/CD18) o ICAM-1 (CD54) sobre la velocidad de 
rodamiento (A, D), rodamiento (B, E) y adhesión (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 M) o su vehículo (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 
vehículo, +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 adhesión LFA-1 
(CD11a/CD18), Mac-1 (CD11b/CD18) o ICAM-1 (CD54) sobre la velocidad de 
rodamiento (A, D), rodamiento (B, E) y adhesión (C, F) de PMNs y PBMCs 
respectivamente sobre el endotelio venular inducidos por ddI. 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 didanosina (ddI, 5 M) o su vehículo (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 
vehículo. +p<0.05, ++p<0.01 respecto al grupo tratado con ddI (ANOVA seguido de  
Newman-Keuls como post-test). 
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4. PROFUNDIZACIÓN EN EL ESTUDIO DEL PAPEL DEL 

ENDOTELIO EN ESTA RESPUESTA: 

4.1 ANÁLISIS DEL TIPO CELULAR IMPLICADO (ENDOTELIO O 

LEUCOCITO) EN LA INTERACCIÓN LEUCOCITO-ENDOTELIO 

INDUCIDA POR ABC: 

 Debido a que ABC induce activación leucocitaria pero no 

endotelial cabría pensar que únicamente los leucocitos están 

ejerciendo un papel activo en la acumulación leucocitaria inducida 

por este fármaco. Sin embargo, cuando analizamos el papel de las 

moléculas de adhesión en este proceso observamos que ICAM-1 

constitutiva también está implicada, por lo que quisimos 

profundizar en el papel de la célula endotelial en esta respuesta. 

Para ello, incubamos con este fármaco un único tipo celular (o las 

células endoteliales o los leucocitos) o ambos evaluando así si este 

ITIAN afecta al endotelio, a los leucocitos o a ambos tipos celulares 

utilizando la técnica de adhesión dinámica en cámara paralela de 

flujo. 

 Tanto en la interacción 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 

estadísticamente significativo en los parámetros de rodamiento 

(Figura 41B, E) y adhesión (Figura 41C, F), así como una 

reducción significativa en la velocidad de rodamiento           

(Figura 41A, D) de PMN y PBMC respectivamente, tras el 

tratamiento únicamente del endotelio, únicamente 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 estaría 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 adhesión (C, F) de PMN y PBMC respectivamente tras el 
tratamiento de un único tipo celular  (endotelio o leucocito) o de ambos. 
HUVEC, PMN y PBMC fueron tratados independientemente con abacavir (ABC,     
15 M) o su vehículo (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 vehículo. +p<0.05 
respecto del grupo HUVEC tratado con ABC (ANOVA seguido de  Newman-Keuls 
como post-test). 



                                                                                         V.RESULTADOS 

145 

4.2 PRODUCCIÓN DE ERO EN CÉLULAS ENDOTELIALES TRAS SU 

TRATAMIENTO CON ABC O ddI: 

 Cuando el endotelio vascular es dañado, se inicia una 

respuesta inflamatoria endotelial, la cual se caracteriza entre otras 

muchas reacciones por desencadenar la liberación de distintos 

mediadores proinflamatorios así como por la producción 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 

liberación de ERO. 

 Así, evaluamos la producción de ERO en células endoteliales 

(HUVEC o HUAEC) tras su tratamiento con ABC y ddI (4 h, 37ºC) 

por citometría estática mediante un microscopio de fluorescencia, 

utilizando como sonda DCFH-DA. 

 Observamos que la incubación 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 metabolización de la sonda DCFH-DA, el DCF. Por 

lo que el tratamiento con ABC (Figura 42A) o con ddI (Figura 42B) 

promueve la producción 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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HUVEC

 

Figura 42. Producción de ERO en HUVEC inducida por ITIAN. HUVEC fueron 
tratadas con abacavir (ABC, 0.5-15 M), didanosina (ddI, 1-10 M), rotenona (ROT, 
10 M) o su vehículo (4 h) e incubadas con la sonda DCFH-DA durante los últimos 
30 min de tratamiento. La figura muestra una imagen representativa y la 
cuantificación de la producción 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 ± E.E.M. (n = 4-5). *p<0.05, **p<0.01 respecto al grupo tratado con el 
vehículo (ANOVA seguido de  Newman-Keuls como post-test). 
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HUAEC

 
Figura 43. Producción de ERO en HUAEC inducida por ITIAN. HUAEC fueron 
tratadas con abacavir (ABC, 0.5-15 M), didanosina (ddI, 1-10 M), rotenona (ROT, 
10 M) o su vehículo (4 h) e incubadas con la sonda DCFH-DA durante los últimos 
30 min de tratamiento. La figura muestra una imagen representativa y la 
cuantificación de la producción 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.E.M. (n = 4-5). *p<0.05, **p<0.01 respecto al grupo tratado con el 
vehículo (ANOVA seguido de  Newman-Keuls como post-test). 
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4.3 DETERMINACIÓN DEL EFECTO DE ABC SOBRE LOS FACTORES DE 

TRANSCRIPCIÓN IƘB- Y NF-ƘB EN CÉLULAS ENDOTELIALES: 

 En procesos inflamatorios, el aumento en la producción de 

ERO promueve la translocación de factores de transcripción 

proinflamatorios al núcleo donde se inicia la transcripción de 

genes y la subsecuente traducción del mARN en distintas 

moléculas de adhesión y/o moléculas proinflamatorias. 

 NF-ĸB es uno de los factores de transcripción nuclear 

presentes en la mayoría de las patologías que cursan con 

inflamación vascular, por lo que es empleado frecuentemente 

como marcador o indicador del proceso inflamatorio. Por lo tanto, 

bajo condiciones proinflamatorias se produce la translocación de 

NF-ĸB al núcleo, así como la desaparición en el citosol de su 

inhibidor IĸB-α, el cual es fosforilado y degradado para permitir la 

translocación del NF-ĸB al núcleo. 

 Debido al hecho de que ABC promueve la producción de ERO 

en el endotelio vascular, evaluamos si este ITIAN favorece la 

translocación de NF-ĸB al núcleo, así como la desaparición en el 

citosol de su inhibidor, IĸB-α mediante western blot.  

  ABC produjo una reducción significativa y concentración 

dependiente de IĸB- en el citosol (Figura 44A, C), así como un 

incremento significativo de NF-ĸB en el núcleo (Figura 44B, D) en 

HUVEC y HUAEC respectivamente. 
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Figura 44. Efecto de ABC sobre los niveles de proteína IĸB-α en el citosol (A, 
C) y NF-ĸB en el núcleo (B, D) en HUVEC y HUAEC respectivamente. HUVEC y 
HUAEC fueron tratados con abacavir (ABC, 0.5-15 µM), TNF- (25 ng/mL) o con su 
vehículo (4 h). La figura muestra una imagen representativa y la cuantificación de 
los niveles de IĸB-α citosólico y NF-ĸB nuclear en HUVEC y HUAEC tras su 
tratamiento con ABC. Los valores representan el porcentaje de la cuantificación 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 vehículo 
(ANOVA seguido de  Newman-Keuls como post-test). 
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4.4 DETERMINACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE MOLÉCULAS DE ADHESIÓN 

EN CÉLULAS ENDOTELIALES TRAS SU TRATAMIENTO CON ABC O 

ddI A TIEMPOS MÁS LARGOS: 

 Tras observar que el endotelio participa de forma activa en la 

acumulación leucocitaria inducida por ABC y que tras su 

tratamiento con este ITIAN aumentó la liberación de ERO y la 

translocación de NF-ĸB al núcleo tanto en HUVEC como en 

HUAEC, nos planteamos estudiar de nuevo la expresión de 

moléculas de adhesión endoteliales pero con tratamientos más 

prolongados (24 h, 37ºC). 

 Para ello, analizamos el efecto de ABC o ddI sobre la 

expresión de diferentes moléculas de adhesión endoteliales:        

E-selectina, ICAM-1 y VCAM-1 a 24 h mediante citometría de 

flujo. 

  Con este tratamiento más prolongado, se observó un 

aumento de la expresión 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 expresión de las moléculas de 
adhesión 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 µM), didanosina (ddI, 3–10 µM), TNF-   
(25 ng/mL) o con su vehículo (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.E.M. (n = 4). *p<0.05, 
**p<0.01 respecto al grupo tratado con el vehículo (ANOVA seguido de  Newman-
Keuls como post-test).  

 

 

 



V.RESULTADOS____________________________________________                                                                       
 

152   

1 5 10 15 TNF
0

50

100

150
200

600

A

ABC (M)

**

E
-s

e
le

c
ti

n
a

 (
%

 d
e
l 

c
o

n
tr

o
l)

1 5 10 TNF
0

50

100

150
200

600

D

ddI (M)

**

E
-s

e
le

c
ti

n
a

 (
%

 d
e
l 

c
o

n
tr

o
l)

1 5 10 15 TNF
0

50

100

150

200

250
2000

10000

B

ABC (M)

***
*

**

IC
A

M
-1

 (
%

 d
e
l 

c
o

n
tr

o
l)

1 5 10 TNF
0

50

100

150

200

250
2000

10000

E

ddI (M)

*
*

**
IC

A
M

-1

 (
%

 d
e
l 

c
o

n
tr

o
l)

1 5 10 15 TNF
0

50

100

150
300

700

C

ABC (M)

**

V
C

A
M

-1

 (
%

 d
e
l 

c
o

n
tr

o
l)

1 5 10 TNF
0

50

100

150

200
300

700

F

ddI (M)

**

V
C

A
M

-1

 (
%

 d
e
l 

c
o

n
tr

o
l)

HUAEC

 
Figura 46. Efecto de ABC y ddI a 24 h sobre la expresión de las moléculas de 
adhesión 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 µM), didanosina (ddI, 3–10 µM), TNF- 
(25 ng/mL) o con su vehículo (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.E.M. (n = 4). *p<0.05, 
**p<0.01 respecto al grupo tratado con el vehículo (ANOVA seguido de  Newman-
Keuls como post-test).  
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5. ESTUDIO DE LA IMPLICACIÓN DE LA RUTA DEL ATP EN LA 

INTERACCIÓN LEUCOCITO-ENDOTELIO INDUCIDA POR 

ABC Y ddI: 

 ABC y ddI son los únicos ITIAN evaluados que promueven la 

interacción leucocito-endotelio. Ambos fármacos poseen una 

estructura química común: son análogos de bases púricas, ABC 

de guanina y ddI de adenina. Sin embargo, el resto de los ITIAN 

evaluados son análogos de bases pirimidínicas o análogos de 

nucleótidos y no inducen acumulación leucocitaria. 

 Debido a la analogía estructural de ABC y ddI pensamos que 

podría existir una relación entre la estructura de estos 

compuestos y su actividad y por ello consideramos que podrían 

estar afectando a la ruta de señalización de las purinas. Así ATP y 

ADP se transforman en adenosina mediante las enzimas             

E-NTPDasa (CD39) y ecto-5'-nucleotidasa (CD73). La adenosina 

tiene efectos protectores sobre inflamación vascular (prevención de 

la formación de coágulos y la oclusión del vaso) mientras que ATP 

y ADP son moléculas proinflamatorias que promueven vías 

protrombóticas. Por tanto, el tratamiento con ABC o ddI podría 

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 

proteínas CD73 y CD39 mediante western blot.  
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5.1 CUANTIFICACIÓN DE ATP INTRACELULAR:  

5.1.1 Células endoteliales: 

 El tratamiento de HUVEC o HUAEC tanto con ABC como con 

ddI (4 h, 37ºC) produjo un incremento significativo y dosis 

dependiente de los niveles de ATP intracelulares (Figura 47). 
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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 µM),  didanosina (ddI, 1-10 M) o su vehículo (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 vehículo (ANOVA seguido de  Newman-Keuls 
como post-test). 

 

5.1.2 Leucocitos: 

 La incubación de leucocitos (PMN y PBMC) con ABC o ddI     

(4 h, 37ºC) produjo un incremento significativo y dosis 

dependiente de los niveles de ATP intracelulares (Figura 48). 
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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 µM),  

didanosina (ddI, 1-10 M) o su vehículo (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 vehículo (ANOVA seguido de  Newman-Keuls como        

post-test). 

 

5.2 DETERMINACIÓN DE LOS NIVELES DE PROTEÍNAS CD73 Y CD39: 

5.2.1 Células endoteliales: 

 El tratamiento de ambos tipos de células endoteliales con 

ABC, produjo una reducción significativa y dosis dependiente de 

la expresión de la enzima CD73 en HUVEC (Figura 49A) y en 

HUAEC (Figura 49C). Sin embargo, no observamos cambios en la 

expresión 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 proteínas CD73 y CD39 en 
células endoteliales. HUVEC o HUAEC fueron tratadas con abacavir (ABC,          
0.5-15 µM), TNF- (25 ng/mL) o su vehículo (4 h). La figura muestra una imagen 
representativa y la cuantificación de los niveles de proteínas CD73 (A, C) y CD39 
(B, D) en HUVEC o HUAEC respectivamente tras su tratamiento con ABC. Los 
valores representan el porcentaje de la cuantificación 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 vehículo (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 

reducción significativa y dosis dependiente de la expresión de la 

enzima CD73 en PMN (Figura 50A) y PBMC (Figura 50B). Con 

respecto a CD39, esta proteína no fue detectada en PMN, mientras 

que en PBMC no observamos variaciones en su expresión    

(Figura 50C). 
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Figura 50. Efecto de ABC sobre los niveles de proteínas CD73 y CD39 en 
leucocitos. PMN o PBMC fueron tratadas con abacavir (ABC, 0.5-15 µM), su 
vehículo (4 h) o con PAF (10 µM, 1 h). La figura muestra una imagen representativa 
y la cuantificación de los niveles de proteínas 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 cuantificación 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 vehículo (ANOVA seguido de  
Newman-Keuls como post-test). 
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5.3 ANÁLISIS DE LA IMPLICACIÓN DEL ATP Y SUS RECEPTORES EN LA 

INTERACCIÓN LEUCOCITO-ENDOTELIO INDUCIDA POR ABC: 

 ABC, tanto en endotelio como en leucocitos, induce un 

aumento de los niveles de ATP intracelulares y reduce la expresión 

de la proteína CD73, enzima implicada en la ruta de degradación 

del ATP. 

 Debido a estos resultados nos planteamos evaluar la 

implicación funcional del ATP y de sus receptores en la interacción 

leucocito-endotelio inducida por ABC empleando la técnica de 

adhesión dinámica en cámara paralela de flujo y pre-tratando 

tanto las células endoteliales como los leucocitos con diferentes 

antagonistas de los receptores de ATP, con un fármaco que 

hidroliza el ATP, con un quelante de Ca2+ o con un agonista de los 

receptores de adenosina.  

 La interacción 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 

(oxATP 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 A2A  (CGS-21680) tanto en PMN (Figura 

51) como en PBMC (Figura 52). Sin embargo, no observamos 

ninguna modificación cuando adicionamos antagonistas de otros 

receptores de ATP diferentes del P2X7: antagonista del receptor de 

ATP P2X1 (MRS2159), antagonista de los receptores P2X1-4 (NF023) 

o antagonista de los receptores de P2X3 y P2X2/3 (A317491).  
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  Estos resultados demuestran el papel clave que ejerce el ATP 

a través de sus receptores P2X7 en la interacción leucocito-

endotelio inducida por ABC.  
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Figura 51. Efecto del bloqueo de distintos receptores y pasos de la ruta de 
degradación del ATP sobre la velocidad de rodamiento (A), rodamiento (B) y 
adhesión (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 M) o 
su vehículo (4 h). Los resultados son expresados como media ± E.E.M. (n = 3). **p<0.01 
respecto al grupo tratado con el vehículo. ++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 
degradación del ATP sobre la velocidad de rodamiento (A), rodamiento (B) y 
adhesión (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 M) o su vehículo (4 h). Los resultados son expresados como media ± 
E.E.M. (n = 3). **p<0.01 respecto al grupo tratado con el vehículo. ++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 FÁRMACOS ITIAN SOBRE LA 

INTERACCIÓN LEUCOCITO-ENDOTELIO: 

 Con el fin de darle mayor relevancia fisiológica a nuestros 

resultados, evaluamos el efecto de ABC, ddI, 3TC, ZDV, FTC y TDF 

sobre la interacción leucocito-endotelio en un modelo animal in 

vivo empleando la técnica de microscopía intravital en mesenterio 

de rata. 

 En vénulas, ABC produjo un incremento significativo y dosis 

dependiente en los parámetros de rodamiento (Figura 53B), 

adhesión (Figura 53C) y migración (Figura 53D) leucocitarios así 

como una reducción de la velocidad de rodamiento leucocitaria 

(Figura 53A). Con respecto al resto de ITIAN evaluados, 

únicamente en el caso de ddI 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 parámetros leucocitarios 

evaluados (Figura 53).  
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Figura 53. Efecto de diferentes ITIAN sobre la velocidad de rodamiento (A), el 
rodamiento (B), la adhesión (C) y la migración (D) leucocitarios en vénulas 
mesentéricas. Las ratas fueron tratadas intraperitonealmente con abacavir (ABC, 
1-10 µM), didanosina (ddI, 5 µM), lamivudina (3TC, 10 µM), zidovudina (ZDV,          
5 µM), emtricitabina (FTC, 10 µM), tenofovir (TDF, 1-5 µM)  o con su vehículo (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 vehículo (ANOVA seguido de 
Newman-Keuls como post-test). 
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 Además, ABC y ddI, pero no 3TC, ZDV, FTC o TDF produjeron 

un incremento significativo de la adhesión arteriolar (Figura 54). 
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Figura 54. Efecto de diferentes ITIAN sobre la  adhesión leucocitaria en 
arteriolas mesentéricas. Las ratas fueron tratadas intraperitonealmente con 
abacavir (ABC, 1-10 µM), didanosina (ddI, 5 µM), lamivudina (3TC, 10 µM), 
zidovudina (ZDV, 5 µM), emtricitabina (FTC, 10 µM), tenofovir (TDF, 1-5 µM)  o con 
su vehículo (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 vehículo 
(ANOVA seguido de Newman-Keuls como post-test). 

 

2. DETERMINACIÓN DEL EFECTO DE FÁRMACOS ITIAN 

SOBRE LA EXPRESIÓN DE MOLÉCULAS DE  ADHESIÓN 

LEUCOCITARIAS EN  SANGRE DE RATA: 

 Analizamos el efecto de dosis clínicas de ABC y ddI sobre la 

expresión de diferentes moléculas de adhesión leucocitarias:    

LFA-1 (CD11a), Mac-1 (CD11b), integrinas β2 (CD18), VLA-4 

(CD49d) y L-selectina (CD62L) en sangre de rata (obtenida tras la 

realización de los experimentos de microscopía intravital) por 

citometría de flujo. 
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 ABC y ddI (4 h, 37ºC) indujeron  un incremento significativo 

de la expresión de la subunidad específica CD11b en neutrófilos y 

en monocitos (Figura 55A), así como de la subunidad común 

CD18 en neutrófilos y en monocitos (Figura 55B).  
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Figura 55. Efecto de ABC o ddI sobre la expresión de las moléculas de 
adhesión leucocitarias CD11b (A) y CD18 (B) en neutrófilos y monocitos. Las 
ratas fueron tratadas intraperitonealmente con abacavir (ABC, 10 µM), didanosina 
(ddI, 5 µM) o con su vehículo (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 vehículo (ANOVA seguido de  Newman-
Keuls como post-test). 

 

 Sin embargo, ABC y ddI no tuvieron efectos sobre las 

subunidades CD11a, CD49d o CD62L en neutrófilos ni en 

monocitos a ninguna de las dosis evaluadas (Tabla 13). Tampoco 

se observaron cambios en la expresión de las moléculas de 

adhesión evaluadas a nivel de la población linfocitaria (datos no 

mostrados). 
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Tabla 13. Efecto de ABC y ddI sobre la expresión de moléculas de adhesión 
leucocitarias en neutrófilos y monocitos de rata. 

 
Las ratas fueron tratadas intraperitonealmente con abacavir (ABC, 10 µM), 
didanosina (ddI, 5 µM) o con su vehículo (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 vehículo (ANOVA seguido de  Newman-
Keuls como post-test). 

 

3. ESTUDIO DEL MECANISMO RESPONSABLE DE LA 

INTERACCIÓN LEUCOCITO-ENDOTELIO INDUCIDA POR 

ABC O ddI IN VIVO: 

 Con el fin de demostrar la implicación de las moléculas Mac-1 

e ICAM-1 en la interacción leucocito-endotelio inducida por ABC o 

por ddI in vivo, empleamos la técnica de microscopía intravital en 

mesenterio de rata adicionando anticuerpos bloqueantes frente a 

estas moléculas de adhesión previamente al tratamiento con estos 

ITIAN. 

 En vénulas, la interacción leucocito-endotelio inducida por 

ABC (Figura 56) o por ddI (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), adhesión (C) y migración 
(D) leucocitaria inducida por ABC en vénulas de rata. Las ratas fueron           
pre-tratadas por vía intravenosa con los anticuerpos bloqueantes (anti-CD11b,        
anti-CD18, anti-CD54, anti-IgG1 o anti-IgA) (30 min) y posteriormente por vía 
intraperitoneal con abacavir (ABC, 10 M) o su vehículo (4 h). Los resultados son 
expresados como media ± E.E.M. (n = 4). **p<0.01 respecto al grupo tratado con el 
vehículo, ++p<0.01 respecto al grupo tratado con ABC (ANOVA seguido de  
Newman-Keuls como post-test). 
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Figura 57. Efecto del bloqueo de Mac-1 (CD11b/CD18) o ICAM-1 (CD54) sobre 
la velocidad de rodamiento (A), rodamiento (B), adhesión (C) y migración 
(D) leucocitaria inducida por ddI en vénulas de rata. Las ratas fueron            
pre-tratadas por vía intravenosa con los anticuerpos bloqueantes (anti-CD11b, 
anti-CD18, anti-CD54, anti-IgG1 o anti-IgA) (30 min) y posteriormente por vía 
intraperitoneal con didanosina (ddI, 5 M) o su vehículo (4 h). Los resultados son 
expresados como media ± E.E.M. (n = 4). **p<0.01 respecto al grupo tratado con el 
vehículo, ++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, así la 

adhesión a nivel arteriolar inducida por ABC o ddI también fue 

bloqueada totalmente con el pre-tratamiento con anticuerpos 

frente a  CD11b, CD18 o ICAM-1 (Figura 58). 
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Figura 58. Efecto del bloqueo de Mac-1 (CD11b/CD8) o ICAM-1 (CD54) sobre 
la adhesión arteriolar en ratas tratadas con ABC (A) o ddI (B). Las ratas fueron 
pre-tratadas por vía intravenosa con los anticuerpos bloqueantes (anti-CD11b, 
anti-CD18, anti-CD54, anti-IgG1 o anti-IgA) (30 min) y posteriormente por vía 
intraperitoneal con abacavir (ABC, 10 M), didanosina (ddI, 5 M) o su vehículo   
(4 h). Los resultados son expresados como media ± E.E.M. (n = 4). **p<0.01 
respecto al grupo tratado con el vehículo, ++p<0.01 respecto al grupo tratado con 
ABC o ddI (ANOVA seguido de  Newman-Keuls como post-test). 
 

 

 Estos resultados permiten concluir que la interacción entre 

Mac-1 e ICAM-1 es la responsable de la acumulación leucocitaria 

producida por ABC o ddI en vénulas y en arteriolas in vivo. 
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ABC es uno de los fármacos más 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 

análogos de purina, y más concretamente ABC, con la aparición 

de efectos adversos cardiovasculares 65-69. Sin embargo, desde que 

se detectó por primera vez esta posible correlación 63 ha habido 

mucha controversia sobre el tema 64-73. Debido a la disparidad de 

datos, al frecuente uso de este fármaco en la terapéutica actual 32 

y al hecho de que a día de hoy no haya ninguna evidencia clara 

sobre cuál podría ser el mecanismo por el que produciría esta 

toxicidad cardiovascular, nos planteamos ahondar y esclarecer 

esta posible asociación. 

  El presente estudio demuestra por primera vez la capacidad 

que poseen ABC y ddI (ambos ITIAN análogos de purina) de 

inducir la interacción leucocito-endotelio, la cual constituye el 

primer paso en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares 

con componente inflamatorio. Sin embargo, el resto de fármacos 

del grupo analizados (3TC, ZDV, FTC y TDF) no promueven dicho 

proceso. Estas interacciones leucocito-endotelio son críticas para 

la homeostasis y la integridad celular vascular. Pero una 

exacerbación de las mismas contribuye a la disfunción vascular y 

al daño que tiene lugar en algunas patologías vasculares 

(aterosclerosis, hipercolesterolemia, etc.). 

 Para evaluar dicha interacción en profundidad, hemos 

empleado dos aproximaciones experimentales: un modelo in vitro 

de adhesión dinámica y un modelo in vivo de microscopía 

intravital. Para la experimentación in vitro utilizamos un sistema 

de cámara 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 

adhesión) entre ambos tipos celulares que reproducen a las que 

preceden a la formación del foco inflamatorio in vivo 110, 124-126. El 

segundo modelo permite el análisis en directo de vasos vivos, 

observando adicionalmente el proceso de migración leucocitaria. 

Ambas técnicas han sido utilizadas para entender la cascada 

inflamatoria asociada a procesos vasculares así como para realizar 

un análisis del efecto proinflamatorio de diversos fármacos 127-130.  

 En pacientes adultos la pauta posológica de ABC es de      

300 mg/12 h o de 600 mg/24 h, originándose una concentración 

plasmática máxima (Cmax) de 3.85 g/mL 131. Teniendo en cuenta 

esto, seleccionamos concentraciones de ABC entre 0.1-15 M, 

valores que mimetizan las alcanzadas en pacientes que reciben 

este antirretroviral (1-10 µM) 75, 111-113. La pauta posológica de ddI 

es de 200 mg/12 h o de 400 mg/24 h, alcanzándose una Cmax de 

2.6 g/mL 75. Debido a esto elegimos concentraciones de ddI entre 

1-10 M, valores similares a los alcanzadas en pacientes que 

reciben este fármaco (11 µM) 75. Del mismo modo, seleccionamos 

concentraciones clínicamente relevantes de 3TC (10 µM), ZDV     

(5 µM), FTC (10 µM) y TDF (1 µM)  que se asemejan a las 

alcanzadas en pacientes bajo tratamiento con dichos ITIAN     

(1.5-8 µM, 4 µM, 2.7-10.4 µM, y 0.5-1.3 µM           

respectivamente) 75, 113. 

 Así, concentraciones clínicas de ABC (0.1-15 µM) y ddI (5 µM) 

inducen rodamiento y adhesión de leucocitos PMN y PBMC sobre 

el endotelio tanto venular como arterial. In vivo, además de 

promover rodamiento y adhesión, inducen el proceso de migración 

leucocitaria. Éste es el último paso del proceso inflamatorio y 

además es crítico ya que se trata de una fase de no retorno, así a 
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diferencia de las fases previas  (rodamiento y adhesión) que son 

reversibles y en las que los leucocitos que se adhieren a vénulas 

postcapilares en los lugares de inflamación pueden despegarse y 

volver a formar parte de la circulación, los leucocitos que inician 

la diapedesis no regresan al torrente sanguíneo o al menos no 

como el mismo tipo celular 132. Otro hecho importante que 

observamos in vivo con ambos ITIAN es que promueven la 

adhesión en arteriolas. De hecho, y a pesar de que la magnitud de 

la adhesión a este nivel fue menor que en vénulas y que en ellas 

no pudimos observar los procesos de rodamiento y migración, los 

efectos encontrados en arteriolas son sorprendentes debido a que 

existen sólo unos pocos estímulos (daño láser a nivel perivascular, 

humo de tabaco, TNF- o angiogénesis del proceso aterosclerótico) 

capaces de modificar los parámetros leucocitarios en este tipo de 

vasos visualizándolos por microscopía intravital 122. Asimismo, 

observamos un aumento de la adhesión 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 

análogos de pirimidina 3TC, ZDV, FTC y el análogo de nucleótido 

TDF no produjeron modificaciones en ninguno de los parámetros 

analizados. Al analizar estos antirretrovirales de forma combinada, 

siguiendo las dos pautas preferentes recomendadas en la 

actualidad 32, pudimos confirmar que únicamente la combinación 

ABC/3TC promueve la interacción leucocito-endotelio a un nivel 

muy similar al observado con el uso de ABC de forma individual, 

mientras que la combinación FTC/TDF no modificó ninguno de los 

parámetros evaluados. Estos datos concuerdan con estudios 

clínicos 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 mejoría tanto en la rigidez arterial 133-135 como en 

los niveles de diferentes marcadores de riesgo cardiovascular 

metabólicos (colesterol), inflamatorios (CRP, IL-6, sVCAM-1,   

MCP-1, IL-8 y MIP-1α) o procoagulantes (D-dimero). Incluso se ha 

sugerido que TDF podría tener propiedades antiinflamatorias. En 

este sentido, se describió una mejora significativa en la disfunción 

endotelial y una reducción de los niveles de sVCAM y MCP-1 en 

los pacientes que recibían TDF pero no en los que eran tratados 

con ABC 134. Asimismo, otro estudio describe la capacidad de TDF 

de reducir la liberación de ciertas citoquinas proinflamatorias   

(IL-8 y MIP-1) en células humanas primarias y de producir un 

giro en el balance IL-10/IL-12 desplazándolo hacia un perfil 

antiinflamatorio 135. 

 Una vez establecido que únicamente los ITIAN análogos de 

purina, ABC y ddI, inducen interacciones leucocito-endotelio, 

analizamos las moléculas de adhesión implicadas en dicho 

proceso. Observamos que la acumulación leucocitaria inducida 

por ambos fármacos ocurría simultáneamente al aumento en la 

expresión de Mac-1 (CD11b/CD18) en la superficie de neutrófilos 

y monocitos tanto humanos como de rata tras 4 h de tratamiento. 

La expresión de otras moléculas de adhesión leucocitarias 

(CD11a, CD49d o CD62L) no se vio modificada en neutrófilos ni 

monocitos, así como tampoco la expresión de todas estas 

moléculas en la población linfocitaria. A nivel del endotelio venular 

y arterial, no observamos variaciones en los niveles de expresión 

de las moléculas de adhesión endoteliales E-selectina, ICAM-1 y 

VCAM-1 tras 4 h de tratamiento.  

 Mac-1 es una integrina β2 que es movilizada desde vesículas 

secretoras intracelulares a la superficie celular en minutos tras la 
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estimulación de neutrófilos y monocitos. A pesar de que puede 

interaccionar con ICAM-2, iC3B, factor X o fibrinógeno, su 

principal ligando es ICAM-1, el cual se expresa de forma 

constitutiva en la superficie del endotelio vascular 79. Por tanto, la 

activación temprana de Mac-1 mediada por ABC y ddI y su 

subsecuente unión a la inmunoglobulina ICAM-1 expresada 

constitutivamente a nivel endotelial podría ser suficiente para 

inducir la acumulación 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 implicación de Mac-1 e ICAM-1 en estas 

respuestas. Aunque la participación de esta integrina β2 en los 

procesos de adhesión y migración leucocitaria era previsible 83, 86, 

no era tan evidente su implicación 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 81-85. Sin embargo, actualmente existe una 

creciente evidencia del papel del tándem Mac-1/ICAM-1 en el 

rodamiento leucocitario 81, 83. 

 ABC y ddI afectan específicamente a PMNs y PBMCs, siendo 

los PBMCs más sensibles que los PMNs al efecto de estos 

fármacos. El hecho de que estén afectando a ambos tipos de 

leucocitos es muy relevante ya que hay un incremento en los 

niveles de neutrófilos y monocitos durante el infarto agudo de 

miocardio así como un aumento de la expresión de Mac-1 en 

ambas poblaciones celulares respecto a sujetos control 136. 

Además, se ha descrito que Mac-1 induce la unión de neutrófilos a 

miocitos cardiacos activados 137. De este modo, esta molécula 

podría ser el nexo de unión entre adhesión celular y trombosis, 
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debido a que por un lado Mac-1 está presente en neutrófilos y 

monocitos que tras su interacción 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 interacción PSGL-1/    

P-selectina y posteriormente se unen a ellos a través de Mac-1 

interaccionando con receptores presentes en la membrana 

plaquetaria como GPIb, “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 fármacos no 

activaran su expresión, sugiere que estos fármacos activan el 

reclutamiento de leucocitos en la pared vascular antes de causar 

la activación o disfunción endotelial. En este sentido, fueron 

necesarias 24 h para que ABC cause disfunción endotelial en 

células endoteliales pulmonares humanas 75. Este estudio sugiere 

que serían necesarios periodos de exposición al fármaco más 

prolongados para provocar la liberación de ET-1, la reducción del 

potencial de membrana y la disminución de la expresión de eNOS 

que conducen a una disfunción endotelial 75. Nuestros resultados 

están en consonancia con estos hechos ya que fueron necesarias 

24 h de tratamiento con ABC para inducir un incremento 

significativo en la expresión de ICAM-1 en células endoteliales 

venulares o arteriales. Además y mediante experimentos de 

adhesión dinámica en cámara de flujo tratando un único tipo 

celular (leucocitos o células endoteliales) de forma independiente 

con ABC pudimos confirmar que tanto el endotelio como los 

leucocitos están implicados en la acumulación 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 producción de ERO, la pérdida citosólica de  

IκB-α así como la transcripción de NF-κB al núcleo.  

 ABC y ddI son fármacos ITIAN análogos de purina, mientras 

que 3TC, ZDV y FTC tienen estructura pirimidínica y TDF aunque 

es un análogo de bases púricas, es un análogo de nucleótido en 

vez de nucleósido. 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 relación entre la estructura química del 

ITIAN y su capacidad de inducir interacciones leucocito-endotelio. 

Debido a la analogía estructural de ABC y ddI con los nucleósidos 

análogos de bases púricas naturales (guanosina y adenosina 

respectivamente), nos planteamos que estos dos antirretrovirales 

tuvieran la capacidad de interferir en la cascada de señalización 

purinérgica (responsable de la degradación del ATP convirtiéndolo 

en adenosina), bloqueando distintas enzimas (CD39 o CD73), y 

con ello provocar por un lado,  un aumento de los niveles de 

nucleótidos y/o nucleósidos proinflamatorios como 

ATP/ADP/AMP y, por otro, la reducción de los niveles de 

adenosina, la cual es antiinflamatoria 93, 94, 96, 103, 107 (Figura 59). 

Esta cascada de señalización es una de las rutas influyentes en la 

iniciación y progresión 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. Así, el efecto de ABC y ddI sobre esta cascada 

podría explicar la correlación entre estos fármacos y el riesgo de 

sufrir infarto de miocardio observado en estudios clínicos.  
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Figura 59. Esquema representativo de la ruta de degradación/formación del 
ATP. La figura muestra la ruta de conversión del ATP a adenosina y finalmente la 
transformación de adenosina a ácido úrico, así como las enzimas a las cuales 
pudieran estar afectando los ITIAN análogos de nucleósido. 

 

 Siguiendo esta hipótesis, demostramos que tanto ABC como 

ddI aumentan los niveles de ATP intracelular a nivel endotelial 

(vena y arteria) y a nivel leucocitario (PMN y PBMC); además 

producen una reducción tanto a nivel endotelial como leucocitario 

en la expresión de la enzima ecto-5´-nucleotidasa (CD73) de la 

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

(CD39).  

 Esta menor expresión de CD73 podría deberse a que ambos 

fármacos podrían unirse a la enzima provocando un cambio 

conformacional en su estructura que conllevaría a una menor 

cuantificación de su expresión. Además, ABC y ddI, por su 

analogía estructural con los nucleósidos de purina, estarían 

actuando como falsos sustratos de esta enzima,  impidiendo la 

degradación del AMP en adenosina y produciéndose por tanto una 

acumulación de moléculas proinflamatorias como ATP/ADP/AMP 

y una reducción de la concentración de adenosina, 

antiinflamatoria (Figura 60). Un mecanismo similar se ha descrito 

para la activación de plaquetas por ABC: este fármaco produce la 

inhibición de la enzima guanilil ciclasa (GC), por tanto aumenta 

los niveles del sustrato de la reacción [guanosina trifosfato (GTP)] 

y disminuye los del producto [guanosin monofosfato cíclico 

(GMPc)]. Este desequilibrio entre GTP/GMPc produce un 

incremento en la expresión de la molécula de adhesión                

P-selectina 141. 
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Figura 60. Esquema representativo del mecanismo de acción de ABC sobre la 
cascada purinérgica. ABC reduce la expresión de la enzima ecto-5´-nucleotidasa 
(CD73) originando un aumento de los niveles de los mediadores proinflamatorios 
ATP/ADP/AMP y una reducción de la concentración de adenosina, 

antiinflamatoria. 

 

  Esta reducción de la enzima CD73 tendría mucha relevancia 

ya que es responsable de la regulación 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 carótida y las arterias coronarias 93, 142, mientras que su 

presencia es más limitada en neutrófilos, eritrocitos, plaquetas y 

otras células sanguíneas 93, 143-145. Aunque su principal función es 

la regulación de la cascada de señalización purinérgica 93, 146, 

también posee otras funciones no enzimáticas como la inducción 

de la señalización y mediación de las adhesiones célula-célula y 

célula-matriz 93, 147. Recientemente, en ratones deficientes en 

CD73 se han observado alteraciones tanto en la función de la 

barrera vascular en varios tejidos durante la hipoxia 146, 148 como 

en la integridad pulmonar en modelos murinos de lesión de 

pulmón 149, 150. Además, en estos ratones deficientes en CD73 se 

observó un incremento en la formación de la placa neoíntima y en 

la acumulación de macrófagos tras una lesión en las arterias 

carótidas 93, 107.  

 En nuestros estudios y empleando de nuevo la técnica de 

adhesión dinámica, tratando ambos tipos celulares con 

antagonistas de distintos receptores de ATP o con diferentes 

productos que afectan a los niveles de ATP, confirmamos la 

implicación funcional de este nucleótido a través de los receptores 

P2X7 en la interacción leucocito-endotelio inducida por ABC. El 

ATP es una molécula que no causa únicamente daño celular 

directo, sino que actúa como ayudante del sistema inmune en la 

iniciación de la respuesta inflamatoria. Cuando se produce un 

daño, estrés o infección, se generan altos niveles de ATP en el 

espacio extracelular. Este aumento promueve la iniciación de un 

amplio abanico de procesos que llevan en última instancia a la 

génesis del proceso inflamatorio y con ello a la aparición de 

patologías asociadas. En particular, la unión del ATP a sus 

receptores P2X7 constituye una señal de alerta que promueve la 

activación del NALP3 inflamasoma conllevando a la activación de 
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citoquinas proinflamatorias que inician tanto la respuesta inmune 

innata como la adaptativa. Una de sus primeras consecuencias es 

la maduración y liberación de IL-1β e IL-18 gracias a la acción 

caspasa-1 la cual es activada por el NALP3 inflamasoma 103, 104. La 

interacción ATP-receptor también es responsable del aumento de 

otras citoquinas proinflamatorias (IL-6, IL-8, MCP-1, TNF-α, IFN-γ 

y LPS) en neutrófilos, monocitos, macrófagos y células 

endoteliales, de la producción de ERO, de la activación del factor 

de transcripción proinflamatorio NF-ĸB y de la expresión de 

moléculas de adhesión 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: liberación de ERO, translocación de NF-ĸB al núcleo e 

incremento de ICAM-1 en el endotelio así como incremento de 

Mac-1 en los leucocitos y por otra, que los efectos proinflamatorios 

de ABC están mediados por ATP a través de su interacción con su 

receptor P2X7. Por tanto, nuestros resultados apuntan a que el 

mecanismo por el cual los ITIAN análogos de purina promueven la 

interacción leucocito-endotelio implicaría una extensa red de 

acciones las cuales tendrían al ATP como principal protagonista 

(Figura 61). Estos fármacos reducen a nivel endotelial y 

leucocitario la expresión de la enzima ecto-5´-nucleotidasa (CD73), 

elemento clave en la ruta de degradación del ATP, originándose 

una acumulación de moléculas proinflamatorias (ATP, ADP y 

AMP). Este ATP generado puede actuar a través de su unión a 

receptores P2X7, de este modo activaría el NALP3 inflamasoma y 

caspasa-1 e induciría la maduración de la citoquina 

proinflamatoria IL-1β, aumentando la producción de ERO, la 

traslocación de NF-ĸB al núcleo y la pérdida citosólica de IĸB-α, la 
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liberación de citoquinas proinflamatorias como IL-1, Il-6, IL-8, 

MCP-1 e IL-18 y el incremento de la expresión de moléculas de 

adhesión endoteliales (ICAM-1) y leucocitarias (Mac-1), 

conllevando todo ello a una acumulación leucocitaria que llevaría 

en última instancia a la génesis del proceso inflamatorio y con ello 

a la aparición de patologías asociadas (infarto de miocardio, 

aterosclerosis o trombosis). 

 En conclusión, el presente trabajo describe los mecanismos 

celulares y moleculares por los que los ITIAN análogos de purina 

ABC y ddI inducirían interacciones leucocito-endotelio como 

primer paso del desarrollo de enfermedades cardiovasculares con 

componente inflamatorio. Dada la importancia de estos fármacos 

en la terapia antirretroviral actual, la controversia generada en 

torno a ellos y teniendo en cuenta la limitación que supone el 

haber utilizado células de pacientes sin VIH, las diferencias 

observadas en el perfil de toxicidad cardiovascular apoyan la 

asociación clínica entre ABC y ddI y el desarrollo de enfermedades 

cardiovasculares.  
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Figura 61. Esquema representativo del mecanismo de acción proinflamatorio 

propuesto para ABC y ddI. ABC y ddI bloquean la acción 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 activación de la ruta del NALP3 inflamasoma, aumento de ERO, 

transcripción de NF-ĸB, liberación de citoquinas proinflamatorias, así como un 

aumento de la expresión de las moléculas de adhesión  ICAM-1 y Mac-1. 
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1. ABC y ddI (4 h), pero no 3TC, ZDV, FTC ni TDF, poseen acción 

proinflamatoria a concentraciones clínicamente relevantes. In 

vitro, inducen rodamiento y adhesión de PMN y PBMC sobre 

HUVEC y HUAEC. In vivo, producen rodamiento, adhesión y 

migración leucocitaria en vénulas así como adhesión 

leucocitaria en arteriolas mesentéricas de rata.  

2. La combinación terapéutica ABC/3TC produce el mismo efecto 

proinflamatorio que ABC. Sin embargo, la combinación 

alternativa FTC/TDF no promueve dichos efectos. 

3. ABC y ddI (4 h) causan un incremento en la expresión de la 

molécula de adhesión leucocitaria Mac-1 (CD11b/CD18) en 

neutrófilos y monocitos tanto de sangre humana como de rata. 

Sin embargo, no modifican la expresión de otras moléculas de 

adhesión leucocitarias (LFA-1, CD49d o L-selectina) ni 

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

4. La acción proinflamatoria de ABC y ddI, in vitro e in vivo, es 

debida a la interacción de la molécula de adhesión leucocitaria 

Mac-1 con su ligando endotelial ICAM-1.  

5. El endotelio también posee un papel importante en esta 

respuesta. A nivel endotelial, ABC promueven la producción de 

ERO, así como la translocación de NF-κB al núcleo tras la 

pérdida citosólica de su inhibidor IκB-α.  

6. ABC incrementa los niveles de ATP intracelulares y produce 

una reducción en los niveles de ecto-5’-nucleotidasa (CD73) 

tanto en células endoteliales (HUVEC y HUAEC) como en 

leucocitos (PMN y PBMC). Además, la interacción leucocito-

endotelio inducida por ABC está mediada por ATP a través de 

sus receptores P2X7.  
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1. 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. 

2. The therapeutic combination ABC/3TC produces the same 

proinflammatory effect than ABC. However, the alternative 

combination FTC/TDF does not exert these actions. 

3. 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. 

4. The proinflammatory effects of ABC and ddI, both in vitro and 

in vivo, are due to the interaction of the leukocyte adhesion 

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

5. The endothelium also plays an important role in this response. 

At the endothelial level, ABC promotes ROS production, as well 

as NF-ĸB translocation to the nucleus and the degradation of 

its cytosolic inhibitor IĸB-α. 

6. 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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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.     
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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 (NRTIs), 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 ddI 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 (ddI). 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 37ºC for tissue transillumination. The exposed 

mesentery was superfused with bicarbonate buffer saline (BBS; pH 7.4, 37ºC, 2 

mL min–1) 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 µm) and single unbranched mesenteric venules (25-
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40 µm) 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 mol/L equivalent to 8-80 g/kg), ddI (5 mol/L, 15 

g/kg), 3TC (10 mol/L, 30 g/kg), zidovudine (ZDV, 5 mol/L, 17 g/kg), 

emtricitabine (FTC, 10 mol/L, 30 g/kg) or tenofovir (TDF, 1-5 mol/L, 4-18 

g/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 (mAbs)  

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 β2-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 µL, 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 

Clínico Universitario (Valencia). PBMC and HUAEC were treated independently 

(4 h, 37ºC) with ABC (1-10 mol/L), ddI (5 mol/L), 3TC (10 mol/L), ZDV (5 

mol/L), FTC (10 mol/L), TDF (1 mol/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 (37oC) 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 Ca2+ and 

Mg2+ [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/cm2). 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 µmol/L, i.p.) were reproduced following oral dosage (100 

mg/kg) (data not shown). The effects of ABC (10 µmol/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 ddI 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 ddI, 

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 

ddI exerted any influence on the adhesion molecules of lymphocytes (data not 

shown). 

The effects of ABC and ddI 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, 

ddI, 3TC, ZDV, FTC and TDF) on the trafficking of leukocytes from blood to 

tissue. Our in vivo results show that ABC and ddI 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 

ddI 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 mol/L) and ddI (5 mol/L) that 

mimicked those present in patients (1-8 and 3-10 mol/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 ddI, 

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, TNFα or Angiotensin-II [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 ddI 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 CD11a, CD49d or CD62L. The only disparity 

between the two drugs was the augmentation of CD11b/c on rat monocytes by 

ddI. 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 ddI 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 ddI), 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 ddI with 

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

CD11b, CD11b/c, CD18, CD49d integrin subunits and CD62L on 

neutrophils or monocytes from animals treated with abacavir or didanosine.  

 

Rats were treated intraperitoneally with saline (vehicle), abacavir (ABC, 10 

mol/L) or didanosine (ddI, 5 mol/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).  

 

Mean fluorescence (% of control) 

 ABC (10 µmol/L) ddI (5 µmol/L) 

 Neutrophils Monocytes Neutrophils Monocytes 

CD11a 105.3±6.7 99.1±5.3 94.2±8.5 104.3±9.5 

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±10.8 119.9±10.3 147.2±8.1** 

CD18 123.2±8.2** 134.7±13.7 134.1±13.7* 132.8±7.6** 

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 
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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 mol/L) or didanosine (ddI, 5 mol/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 (Vwbc) was calculated by measuring 

the time required for these cells to travel along 100 m of the venule and 

expressed as m/s. A leukocyte was considered to have adhered to the 

endothelium if it remained stationary for a period ≥ 30s (number/100 µm 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 mol/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 (Vwbc) was calculated by 

measuring the time required for these cells to travel along 100 m of the venule 

and expressed as m/s. A leukocyte was considered to have adhered to the 

endothelium if it remained stationary for a period ≥ 30s (number/100 µm 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 mol/L), didanosine (ddI, 5 mol/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 m2 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 m. 

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 (ddI, 5 mol/L). Some 

animals were treated (i.v.) with anti-CD11b mAb, anti-CD18 mAb, anti-ICAM-1 

or the corresponding control mAb 30 minutes before administration of ddI. 

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 (Vwbc) was 

calculated by measuring the time required for these cells to travel along 100 m 

of the venule and expressed as m/s. A leukocyte was considered to have 

adhered to the endothelium if it remained stationary for a period ≥ 30 s 

(number/100 µm 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 ddI-treated group (ANOVA followed by Newman-Keuls test). 
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Figure 2 
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Supplementary Figure 1 
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Supplementary Figure 2 

 

 

 
 
  
 
 
 


